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“‘Hydrogen is a light, odorless gas, which,
given enough time, turns into people.”

Edward Robert Harrison



RESUMO

A transferéncia do grupo fosforila esta envolvida em muitos processos
importantes que vao desde a detoxificacdo de pesticidas até funcdes bioldgicas
vitais. Essa reacdo é eficientemente promovida por imidazol (IMZ) e ainda ndo ha
uma compreensao concisa da reatividade de seus derivados, 0 que poderia nortear
desenvolvimento de novas moléculas com propriedades otimizadas. Nesse trabalho,
a reatividade de derivados de IMZ frente ao triester dietil-2,4-dinitrofenilfosfato
(DEDNPP) foi investigada por meio de estudos cinéticos por UV-Vis, espectrometria
de massas, ressonancia magnética nuclear (RMN) e calculos tedricos, tendo como
foco avaliar o efeito de substituintes, do tautomerismo e do meio reacional. Dentre
0s medicamentos derivados de IMZ estudados, o metimazol (MMZ) foi o que
apresentou a maior atividade catalitica, com incrementos na ordem de 10° vezes
comparado a hidrolise espontanea do triéster. Foi observado que o farmaco
apresenta carater ambinucleofilico e mecanismo de desfosforilagdo modulado pelo
pH do meio, com MMZ neutro atuando preferencialmente via ataque concertado do
nitrogénio ao fosforo. Ja sua espécie anibnica leva ao produto de substituicdo
nucleofilica aromatica pelo ataque do enxofre ao carbono. Nos estudos referentes ao
efeito do substituinte, os derivados metilados monossubstituidos também se
mostraram eficientes catalisadores na clivagem do DEDNPP. O 4(5)metilimidazol
(4(5)MEI) apresentou a maior atividade catalitica, seguido pelo IMZ, 1-metilimidazol
(IMEI) e 2-metilimidazol (2MEI), sendo essa ordem independente da basicidade. O
4(5)MEI é unico derivado metilado com tautémeros distintos (4MEI e 5MEI) e foi
possivel diferenciar suas reatividades por meio de técnicas de RMN, indicando que o
5MEI apresenta maior nucleofilicidade. Ainda, calculos tedricos revelaram que a
atividade catalitica do 2MEI e 4MEI € minimizada por efeitos estéricos, enquanto a
maior reatividade do 5MEIl é resultante da alta energia do par de elétrons
nucleofilico. A influéncia do meio (misturas DMSO/agua) foi avaliada para as
reagOes envolvendo o IMZ e 1MEI, sendo mostrado que ambientes ricos em DMSO
potencializam a reatividade de ambos. Por outro lado, composicfes ricas em agua
levam a maior solvatacdo dos nucledfilos, diminuindo sua reatividade, sendo mais
evidente no IMZ devido a sua maior capacidade de formacdo de ligacGes de
hidrogénio com o meio. No estudo da influéncia do substituinte OH na reatividade do
4(5)hidroximetilimidazol (4(5)HMZ), evidéncias sugeriram que o intermediario
fosforilado detectado, seja formado pelo ataque do nitrogénio ao fésforo do
DEDNPP, em detrimento ao atague pelo oxigénio via catélise basica geral. Calculos
revelaram que o 5HMZ, que néo é impedido estericamente, tem barreira de ativacao
ligeiramente inferior que o 4HMZ. Porém, observou-se que o efeito estérico causado
pelo substituinte no ataque nucleofilico do 4HMZ é energicamente compensado por
uma ligacao de hidrogénio entre o grupo OH e a fosforila do triéster. Essa interacdo
estabiliza o estado de transicéo, levando o 4HMZ a apresentar reatividade similar ao
5HMZ. Esses resultados motivaram a realizacdo de calculos visando arquitetar um
novo catalisador imidazélico para desfosforilagdo. Dentre os nove derivados
avaliados, a maior reatividade foi apresentada pelo 2-hidroximidazol, no qual o grupo
OH ocupa posicdo adjacente ao par de elétrons nucleofilico, reafirmando a
importancia da formacdo da ligacdo de hidrogénio no desenvolvimento de um
catalisador eficiente. Assim, metodologias tedrico-experimentais permitiram elucidar
a reatividade de diversos derivados de IMZ, levando a uma melhor compreenséo da
influéncia de substituintes em processos de transferéncia do grupo fosforila.

Palavras-chave: derivados de imidazol, reatividade de nuclecfilos, desfosforilagéo.



ABSTRACT

Phosphoryl group transfer is involved in many important processes ranging
from the detoxification of pesticides to vital biological functions. This reaction is
efficiently promoted by imidazole (IMZ) and there is not yet a concise understanding
of the reactivity of IMZ derivatives, which could guide the development of new
molecules with optimized properties. In this work, the reactivity of IMZ derivatives
with the triester diethyl-2,4-dinitrophenylphosphate (DEDNPP) was investigated by
means of kinetic studies by UV-Vis, mass spectrometry, nuclear magnetic resonance
(NMR) and theoretical calculations. The main focus was to assess the influence of
substituents, tautomerism and reaction medium. Among the IMZ-derived drugs
studied, methimazole (MMZ) presented the highest catalytic activity with rate
enhancements in the order of 10°-fold compared to the spontaneous hydrolysis of the
triester. It was observed that the drug has an ambident nucleophilic character and the
dephosphorylation mechanisms are modulated by the pH. Neutral MMZ reacts
preferentially via concerted nucleophilic attack by nitrogen on phosphorus, while the
most favorable pathway for the anionic form is the nucleophilic aromatic substitution
by sulfur on carbon. Studies concerning on the effect of the substituent showed that
the monosubstituted methylated derivatives are also efficient catalysts for the
cleavage of DEDNPP. The 4(5)MEI is the only methylated derivative with distinct
tautomers (4MEI and 5MEI) and it was possible to distinguish their reactivities by
means of NMR techniques. Results indicated that 5MEI has the highest
nucleophilicity compared to 4MEI. Furthermore, theoretical calculations have shown
that the catalytic activity of 2MEI and 4MEI is minimized by steric effects, while the
higher reactivity of 5SMEI is correlated to the high energy of the nucleophilic electron
pair. The influence of the medium was also evaluated in the reactions involving IMZ
and 1MEI. It was quantitatively shown that DMSO-rich environments increase the
reactivity of both nucleophiles. On the other hand, water-rich compositions lead to a
higher solvation of nucleophiles, reducing their catalytic activity. This effect is more
evident for IMZ due to its greater capability to form hydrogen bonds with the medium.
The influence of the OH substituent was evaluated assessing the reactivity of
4(5)hydroxymethylimidazole (4(5)HMZ) towards DEDNPP. Evidences indicate that
the detected phosphorylated intermediate is formed from the nucleophilic attack by
the nitrogen lone pair to the phosphorus, in contrast to a general basic catalysis
pathway by the hydroxyl group. Calculations revealed that the 5SHMZ, which is not
sterically hindered, presents a slightly lower activation barrier. However, it was
observed that the steric effect caused by the substituent during the nucleophilic
attack of the 4HMZ tautomer is energetically compensated by the formation of a
hydrogen bond between the hydroxyl group and the triester phosphoryl oxygen. This
interaction stabilizes the transition state, leading the 4HMZ to present similar
reactivity compared to 5SHMZ. These results instigated us to pursuit theoretical
calculations aiming at modeling new imidazole catalysts for dephosphorylation.
Among the nine IMZ derivatives evaluated, 2-hydroxymidazole presented the highest
reactivity, due to the OH group adjacent to the nucleophilic electron pair. These
results reaffirm the importance of the hydrogen bond formation in the development of
an efficient catalyst. Therefore, the combination of theoretical and experimental
methodologies allowed elucidating the reactivity of several derivatives of IMZ,
providing a better understanding of the influence of substituents on phosphoryl group
transfer processes.

Keywords: imidazole derivatives, reactivity of nucleophiles, dephosphorylation
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1. INTRODUCAO

1.1. A versatilidade quimica e as propriedades do imidazol e seus derivados

O imidazol (IMZ) apresenta estrutura aroméatica e heterociclica 1,3-diazdlica
de cinco membros, com elevada solubilidade em agua e outros solventes polares,
devido ao seu alto momento de dipolo (3,64D).! Quando protonado, a forma
catidnica do IMZ apresenta pKay 6,95 (sendo pKay a representacdo do pK, do acido
conjugado), enquanto sua forma neutra possui pK, 14,5, levando a formacao de

espécie desprotonada anionica (Esquema 1).°

Esquema 1. Equilibrio acido-base, posi¢des e ressonancia do IMZ.

- : 2)
+ . PK,=6,95 | ",‘3/\ NTD ok.=14,5 N7 N MHNIIN )
HN\_JNH : oN/ o.NH : \:/ u_
B = T (5) @
Posi¢des do IMZ
‘N3 N1 _
! | A + + +
CINAINH < N SNH L N SNH L "N NH L, N7 NH
C\—/ = ) v Y

Como mostrado na Figura 1, o sistema conjugado do IMZ é formado por seis
elétrons, populando o orbital molecular resultante da combinacdo de cinco orbitais p,
com nitrogénios atuando de formas diferentes na organizacao eletrénica. Enquanto o
nitrogénio ligado ao hidrogénio (N1, Esquema 1) contribui formalmente com dois
elétrons para a ressonancia, o outro (N3) apresenta um par de elétrons nao ligantes
em orbital sigma perpendicular aos orbitais 7 (Figura 1).* Portanto, no IMZ neutro o
nitrogénio desprotonado (N3) € do tipo piridina, visto que pode atuar como base
devido a disponibilidade do par eletrénico, enquanto o nitrogénio N1 é do tipo pirrol,
por se comportar como acido fraco (Figura 1). Nesse sentido, considerando as
espécies neutras, a ordem de basicidade observada para esses trés heterociclos é
IMZ>piridina>pirrol (Tabela 1), uma vez que a protonagao do pirrol envolve utilizagéo

dos elétrons envolvidos no sistema 7z, levando a perda da aromaticidade. A piridina,
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por sua vez, apresenta maior basicidade que o pirrol devido a presenca do par de
elétrons isolado, entretanto, por possuir apenas um nitrogénio para acomodar a
carga positiva originada com a protonacdo, seu acido conjugado tem menor
estabilidade que a forma catidnica do IMZ (Esquema 1), o que resulta em valor de
pKay mais baixo. Por razdo similar, o pirrol apresenta pK, maior que o IMZ, por
apresentar apenas um heterodtomo eletronegativo para suportar carga negativa
proveniente da desprototacao, levando a formacao de espécie anibnica mais instavel

gue no caso do heterociclo dinitrogenado.

Figura 1. Nitrogénios no IMZ e orbitais moleculares ¢ (ndo ligante) e & (aroméaticos).

IMZ

N tipo Piridina ~-{.__ (o f [\

Tabela 1. Propriedades do IMZ, piridina e pirrol.

Momento de Ponto de pPKan"

dipolo (D)* ebulicdo (°C) (BH'> B + H)
IMZ 3,64 256 ° 6,95 °
Piridina 2,15 115° 5,6 '
Pirrol 1,80 130 °® 04"

7

Ainda relacionado a presenca simultanea de grupos NH e N:, é importante
destacar a capacidade simultdnea de doacédo e recepcao de ligacdes de hidrogénio
no IMZ, que ocorrem tipicamente em associacdes lineares.” Por essa razdo, o IMZ
apresenta altos pontos de fusdo e ebulicdo em comparagdo com pirrol e piridina
(Tabela 1), que por sua vez apresentam menor capacidade de formacéo de ligacao

de hidrogénio.® Vale enfatizar, ainda, que em solugdes aquosas proximas da
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neutralidade (i.e. com valor de pH aproximadamente 7,0 a 25 °C), o IMZ apresenta
equivalentes populacdes de espécies protonadas e desprotonadas, e esse carater
anfétero permite que atue com versatilidade em sistemas reacionais.’

Uma importante consequéncia resultante da presenca de nitrogénios com
diferentes contribuicbes eletrbnicas no IMZ é a ocorréncia de equilibrio
tautomérico.’® Em solucdo com disponibilidade de prétons, esse processo acarreta
na alternancia de funcdes entre os nitrogénios. Assim, a protonacdo do atomo N3 o
induz a participar da deslocalizacdo eletronica enquanto que, simultaneamente, a
desprotonacdo do &tomo N1 torna-o bésico/nucleofilico, como mostrado no
Esquema 2.

Esquema 2. Equilibrio tautomérico do IMZ.

N1 N3
HN SN <= :N”°NH
\—/ \—/

Cabe mencionar que o par tautomérico do IMZ é formado por duas espécies
idénticas, assim como no caso de seus derivados substituidos na posicdo 2,
enquanto a inclusdo de substituinte na posicdo 1 leva o IMZ a perda do
tautomerismo.* Um caso especial é observado nos imidazéis assimétricos
substituidos na posicdo 4, que coexistem em solucdo com as respectivas espécies
substituidas em 5. Essas duas espécies diferentes formam um equilibrio tautomérico
resultante da alternancia do préton entre os nitrogénios, sendo que a natureza do
substituinte influencia diretamente na populacdo de cada tautémero.**? Estudos
nesse sentido tem mostrado, por exemplo, que no equilibrio tautomérico do 4(5)-
nitroimidazol (4(5)NZ), o 4-nitroimidazol (4NZ) é predominante (Esquema 3), sendo a
principal razao atribuida a maior capacidade de solvatacdo, resultante da maior
polaridade em relacdo ao 5-nitroimidazol (5NZ).** Em contrapartida, tem-se
observado que grupos eletrodoadores tendem a tornar o equilibrio mais igualitario,
como no caso do 4(5)metilimidazol (4(5)MEI)** ou até mesmo mais favoravel ao

derivado substituido em 5, como no 4(5)aminoimidazol (4(5)AZz).*
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Esquema 3. Equilibrio tautomérico do 4(5)NZ, 4(5)MEI e 4(5)AZ.

A %
4NZ > 5NZ 4MEI ~ 5MEI

‘N NH HN N N “NH __ HN

%
4AZ < 5AZ

N NH __ HNTON:
= ==

H,N H,N

Outra implicacdo associada a presenca de tautbmeros assimétricos é a
regiosseletividade, como mostrado em um estudo envolvendo a reacao de acilacao
do 4(5)fenilimidazol, apresentado no Esquema 4. Foi constatado que o 5-
fenilimidazol apresenta a maior reatividade no equilibrio tautomérico, visto que
apresenta o substituinte em posicdo 5 e, portanto, exerce menor efeito estérico no
nitrogénio nucleofilico do IMZ, comparado ao seu par com a fenila na posicdo 4.
Assim, o produto dissubstituido 1-4 é obtido com 95% de rendimento, como

mostrado no Esquema 4.%

Esquema 4. Regiosseletividade na reacéo de acilacéo do 4(5)fenilimidazol.

— _ aq. NaOH
—_— MezCO
95%
5-fenilimidazol 4-fenilmidazol IMZ 1-4 dissubstituido

Estudos relacionados ao efeito do substituinte na acidez e basicidade do IMZ
tem mostrado que, de forma geral, ha comportamento similar aqueles observados
em fendis e anilinas, em que grupos eletroretiradores, tais como fenila, nitro e

halogénios, tendem a diminuir o seu pKyy, enquanto grupos alquila o tornam mais
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basicos, como mostrado na Tabela 2.* Além disso, a influéncia torna-se maior de
acordo com o aumento na quantidade substituintes, como observado para o0s
derivados 2-metilimidazol (2MEI), 2,(4)5-dimetilimidazol e 2,4,5-trimetilimidazol, com

pKan 7,85, 8,5 e 8,92, respectivamente.

Tabela 2. Derivados de IMZ e seus valores de pKay.>*

Derivado Estrutura  pKay Derivado Estrutura pPKan
o
AN . |
IMZ HN""N* 695 | Histidina (NNOH 6,00
\—/ N NH,
H
)N\Oz HsC-N N
. .. 3L~ AN N
2-nitroimidazol HN SN -0,81 1MEI Ny 7,21
\—/
HN N> CH,
4(5)NZ \—/ 0,05 2MEI N N &2
O:N \—/
N [ AN
2-bromoimidazol HN SN 385 4(5)MEI y c}:/ 7,69
\—/ 3
- Gt
HN SN i Nxre
4(5)-bromoimidazol — 360 | . 2,(4)5 HN “N- 8,5
dimetilimidazol >:/
Br
H,C
y b
benzimidazol > 553 | 2,4,5- HN"~N- 8,92
N/ trimetilimidazol >:<
. H3C CH3
g
2-fenilimidazol ; 6,48 | l-efilimdazol H,c” N_N* 726
HN™ ~N-
\—/
HN SN H,C
4(5)-fenilimidazol 6,10 2-etilimidazol HNl\N'- 7,99
\—/

Fonte: Lenarcik, 2002 e Matuszak, 1976.

Outro detalhe importante relacionado aos dados da Tabela 2 € a dependéncia
da basicidade do derivado de IMZ em fung&o do posicionamento de um determinado

grupo. Comparando os imidazéis monossubstituidos, pode-se notar que, exceto para
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0s nitroderivados, um maior valor de pK,y do anel é observado quando o substituinte
encontra-se na posicao 2, com destaque para os derivados etilados, em que se
observa a maior diferenga de pKay (0,73 unidade). Esse comportamento se repete
para os substituintes fenila, etila, e bromo, com derivados contendo o grupo na
posicdo 2 sendo significativamente mais bésicos que seus isémeros, sendo
observado, por exemplo, no caso dos metilimidazoéis, que a basicidade segue a
ordem 2MEI>4(5)MEI>1-metilimidazol (1MEI). Vale destacar, portanto, que esses
valores sdo indicativos de que derivados contendo substituintes na posicédo 2, por
apresentarem maior basicidade, também devem apresentar maior nucleofilicidade.
De fato, em um estudo tedrico envolvendo uma seérie de derivados de IMZ
monossubstituidos,'” foi mostrado que grupos eletrodoadores aumentam a
nucleofilicidade do nitrogénio “tipo piridina” do IMZ, principalmente se estiverem na
posicdo 2 do anel e, portanto, esses resultados estdo em consonancia com valores
de pKsy apresentados na Tabela 2. Em contrapartida, também foi mostrado que
grupos eletroretiradores atuam diminuindo a reatividade, sendo esse efeito
minimizado se o substituinte estiver na posicdo 5.7 Cabe ressaltar que, nesse
estudo, os derivados nao foram avaliados em reacdes, sendo considerados apenas
fatores dependentes da estrutura eletrénica dos compostos.*’

1.1.2. As atividades catalitica e farmacoldgica dos derivados de imidazol

Como mencionado, a presenca de um nitrogénio tipo piridina e outro tipo pirrol
na estrutura do IMZ, confere ao anel propriedades cataliticas versateis, como
ilustrado no Esquema 5, podendo atuar como: (i) catalisador &cido, enquanto
protonado, estabilizando grupos de saida ou estados de transicdo (ET); (ii)
catalisador basico, auxiliando ataques de outros nucleofilos pelo recebimento de
ligacBes de hidrogénio no nitrogénio desprotonado ou (iii) como o proprio nucledfilo,
utilizando o par de elétrons nao ligante para formar ligagdes covalentes com atomos

eletrofilicos.'®
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Esquema 5. IMZ atuando como (i) catalisador acido, (ii) catalisador basico e (iii)
nucleofilo.

Atrelado ao carater multifuncional do grupo IMZ e ao sinergismo causado por
substituintes, estudos tem sido realizados visando avaliar as propriedades cataliticas
desses compostos. Nesse sentido, Bruice e Schmir mostraram através de estudos
cinéticos que a hidrolise de acetatos fenilicos para-substituidos € catalisada por
derivados de IMZ 4(5)-monossubstituidos,'® sendo apresentados incrementos
cataliticos de até 10° vezes, comparado ao processo ndo catalisado. Foi relatado,
ainda, que a atividade catalitica cresce em funcédo do aumento do pK,y do derivado
de IMZ, sendo a ordem de reatividade dos substituintes correspondente a: -CH3z>-
H>-CH,OH>Fenila>Br, porém sem distin¢cdes acerca da reatividade das espécies em
cada par tautomérico. Sugeriram um mecanismo em que o IMZ atua como nucledfilo
com atague a carbonila e também como catalisador basico geral, auxiliando o
ataque da agua pela abstracdo do préton, gerando hidroxila (Esquema 6).'° Em
trabalho correlato, Neuvonen avaliou a clivagem nucleofilica de fenil acetatos
mediada por alguns derivados metilados de IMZ, sendo mostrado que o efeito
causado pela metila € maximizado quando presente na posicdo 2 (2MEI). Ja o IMZ e
o 1MEI apresentaram menor reatividade, respeitando a ordem 2MEI>1MEI~IMZ.%
No entanto, detalhes acerca da influéncia do tautomerismo na reatividade também
ndo foram abordados, sendo importante principalmente no caso dos imidazois
assimétricos. Esses trabalhos apresentam resultados que estdo diretamente
relacionados com a basicidade de cada nucledfilo, sugerindo que maiores valores de
pKay resultam em maior reatividade (Tabela 2), além de destacar a eficiéncia
catalitica desses compostos. Cabe ressaltar, porém, que essa correlacdo entre
reatividade e basicidade ainda n&o estd completamente estabelecida, visto que em
outros estudos observou-se, por exemplo, que 1MEI tem menor reatividade que IMZ

9

em reacdes de desacilacdo, apesar do seu maior pKa.'? De fato, um

comportamento antagbnico foi observado nas reagfes estudadas no presente
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trabalho, evidenciando que outros fatores além da basicidade devem ser
considerados.

Esquema 6. IMZ como catalisador nucleofilico e basico geral na clivagem do fenil

acetato.*®
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No organismo, a alta versatilidade catalitica do IMZ € utilizada pelo residuo
histidina, um alfa aminoacido presente em vérias enzimas, onde o anel atua
promovendo diversos processos bioldgicos. Nas ribonucleases, por exemplo, o IMZ
presente no sitio ativo da enzima tem funcdo de catalisar reacdes de
desfosforilacdo, podendo-se destacar a quebra do RNA, etapa importante na sintese
de proteinas.?’ Existem dois mecanismos propostos para esse processo, COmo
mostrado no Esquema 7, sendo um deles do tipo acido-base geral e outro tipo
triéster.”? Nas etapas iniciais do mecanismo tipo acido-base geral, o grupo IMZ da
histidina-12 (His12) atua como catalisador basico, auxiliando a hidroxila na
transfosforilacdo do RNA, enquanto o IMZ da histidina-119 (His119) age como
catalisador acido, por meio de doacdo de ligacdo de hidrogénio, favorecendo a
liberacdo do grupo abandonador.?’ Posteriormente, na hidrélise, ocorre inverséo das
funcdes dos anéis de IMZ em relacdo a etapa inicial do processo, ou seja, a His119,
antes doadora de prétons, agora se comporta como catalisador basico, enquanto a
Hisl2 torna-se o catalisador acido, sendo que no inicio do processo atuava
abstraindo o proton. Estudos cinéticos envolvendo substituicdo isotopica e troca de
substituintes tem apontado esse mecanismo concertado como preferencial, em
detrimento daquele tipo triéster, em que ha formacdo de intermediario

pentacoordenado.??*
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Esquema 7. Mecanismos tipo triéster e tipo acido-base geral de quebra do RNA.*
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Além das ribonucleases e inUmeras outras biomoléculas, o anel de IMZ esta
presente no sitio ativo da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima da classe das

7

serino hidrolases que é responsavel pela hidrolise da acetilcolina, um importante
neurotransmissor associado a multiplas funcionalidades no organismo, incluindo
contrages musculares e meméria.”> De forma similar a transfosforilacdo do RNA, a
clivagem da acetilcolina ao acido carboxilico e ao alcool correspondentes é também
auxiliada pelo IMZ no papel de catalisador acido/base, durante todo processo, como
mostrado no Esquema 8. O mecanismo consiste no ataque nucleofilico pelo
oxigénio do grupo OH da serina a carbonila da acetilcolina, favorecido pelo IMZ da
histidina atuando como catalisador basico, que abstrai o préton, levando a formacao
do intermediario tetraédrico. Na etapa seguinte o anel de IMZ se comporta como
catalisador acido, beneficiando a saida do grupo OR. Posteriormente ao ataque
nucleofilico da dgua ao éster resultante, o IMZ volta a atuar consecutivamente como
catalisador basico e acido, mediando a transferéncia do proton no novo intermediario
tetraédrico, levando a ultima etapa referente a regeneracdo da serina e formacao do

acido carboxilico.
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Esquema 8. Mecanismo de clivagem da acetilcolina pela AChE?®
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A versatilidade e eficiéncia catalitica em sistemas biolégicos tem justificado o
crescente interesse em farmacos derivados de IMZ, com destaque para antifungicos,
antibiéticos, antissépticos e, mais recentemente, até mesmo antineoplasicos.?”?®
Alguns dos primeiros estudos sobre a influéncia de substituintes do anel de IMZ na
atividade farmacoldgica datam da década de 40, como o de Kyrides e
colaboradores, que sintetizaram uma série de 2-alquil-imidazois e descobriram que a
acdo no combate a malaria em testes com patos mostrou-se dependente do
tamanho da cadeia alquilica, tendo como modelo o 2-tridecilimidazol (Esquema 9),
derivado mais ativo.”® Bywater et al realizaram um estudo sobre agentes
antitiredides em ratos e concluiram que dentre os 26 derivados de IMZ sintetizados e
testados, o 2-tiol-benzimidazol (Esquema 9) foi o que apresentou maior atividade.*°
Na década de 60, a acdo anti-inflamatoria de derivados de bi e tri-ciclicos (e. g.
Esquema 9), foi investigada por Almirant e colaboradores, sendo que Vvarios
mostraram-se farmacos em potencial.®*® Esses e outros estudos de base tornaram
possivel a estruturacéo de importantes farmacos derivados de IMZ,?® com destaque
ao cetoconazol (Esquema 9), um antifungico introduzido no mercado na década de

70, sendo ainda amplamente utilizado sem alteracdes na estrutura.”®
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Esquema 9. Estruturas de moléculas derivadas de IMZ com interesse farmacolégico
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Cabe destacar ainda outros farmacos com origem na década 70, como o
albendazol, utilizado como antiparasitario, e o benznidazol, administrado em casos
de doenca de Chagas.® Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de inibidores de
quinases dependentes de ciclinas (CDK) tem atraido atencéo, por se tratar de uma
familia de proteinas com funcédo importante na proliferacdo celular, inclusive as
cancerigenas.® Alguns derivados de IMZ tem se mostrado inibidores de CDK, tais
como imidazolsulfona (Esquema 9) e seu derivado formado pela substituicdo da
sulfona por piperazina.®*®* Em contrapartida aos beneficios farmacolégicos de
derivados de IMZ, estudos in vitro e in vivo tem mostrado alarmantes efeitos
mutagénicos causados por drogas derivadas de nitroimidazéis de uso cotidiano,
como o ronidazol, metronidazol, 2-nitroimidazol (Esquema 9), dentre outros.?"°
Assim, devido aos efeitos colaterais, estruturas nitro-aromaticas ndo séo a primeira
escolha no desenvolvimento de novas drogas, entretanto, recentemente foi relatado
que para o Megazol (Esquema 9), essa desvantagem é contrabalanceada pela sua
alta eficiéncia no combate ao Trypanosoma cruzi, sendo, portanto, seu uso

recomendado em situacdes criticas.*
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As notaveis propriedades de derivados IMZ tem motivado sua utilizagdo no
desenvolvimento de compostos, seja com aplicagfes cataliticas ou farmacoldgicas.
Os estudos nesse sentido tem evidenciado, também, que a compreensdo da
influéncia dos substituintes na reatividade do IMZ ainda requer estudos de base, ou
seja, avaliacbes detalhadas e sistematicas do efeito causado por grupos nas
diferentes posicoes do anel.

1.2. Esteres de fosfato: importancia bioldgica, pesticidas e armas quimicas.

Esteres de fosfato (ou organofosfatos) representam uma ampla classe de
substancias organicas contendo grupos alquila ou arila, resultantes da substituicdo
de um ou mais hidrogénios do acido fosférico por meio de rea¢bes de esterificacao,
e podem ser classificados em mono-, di- ou triésteres, conforme mostrado no
Esquema 10. Os mono e diésteres de fosfato tem papel fundamental em sistemas
biol6gicos,** presentes na composicdo do DNA, RNA e coenzimas,* sendo
importantes também na reserva de energia.** Além disso, processos biolégicos
envolvendo a transferéncia do grupo fosforila sédo responséaveis pela transmissao de
informac&o genética,*® além da sinalizacdo e regulacdo da atividade celular,** como
ilustrado anteriormente nos Esquemas 7 e 8 com as enzimas ribonucleases e AChE.
Nesse contexto, diante do papel fundamental das reacfes de transferéncia do grupo
fosforila no organismo, estudos de reagc6es-modelo ndo enziméticas com ésteres de
fosfato sdo importantes para uma melhor compreensdo dos mecanismos desses
processos nos complexos sistemas bioldgicos. Cabe ressaltar que muitos farmacos
e enzimas artificiais sdo desenvolvidos com base no conhecimento profundo dessas
reacBes. O envolvimento especifico dos mono e diésteres de fosfato em processos
biolégicos tem origem na alta estabilidade das ligacbes P-O, que garante a
preservacdo do DNA e assegura a transmisséo da informacédo genética.* Para fins
comparativos, pode-se destacar, por exemplo, a hidrélise espontanea de um diéster,
que tipicamente supera 13 milhdes de anos, enquanto que 0 MesSMO Processo
observado para um éster carboxilico, no qual ocorre quebra da ligacdo C-O, ocorre
com velocidade 3 milhbes de vezes maior, evidenciando a alta estabilidade dos
ésteres de fosfato.*® Portanto, pode-se considerar que caso as ligacées P-O fossem
mais susceptiveis a clivagem, a evolucao poderia ter tomado um caminho diferente

na organizacédo molecular.



33

Esquema 10. Classificacdo dos ésteres de fosfato.
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Diferentemente dos mono e diésteres de fosfato, os triésteres ndo estao
presentes naturalmente nos sistemas biolégicos. Todavia, em decorréncia de sua
estabilidade inerentemente alta e da afinidade com moléculas com funcdes
essenciais nos organismos vivos, os trieésteres de fosfato sdo uma classe de
compostos amplamente utilizada como pesticidas, inseticidas e até mesmo armas de
guerra.*’ De fato, essas propriedades ndo apenas tornam os triésteres muito toxicos,
mas também os permitem atingir seu alvo de atuacdo sem sofrer degradacao por
fatores ambientais.*®*° Dentre outros fatores, a alta toxicidade dos triésteres e outros
compostos organofosforados similares, se deve ao seu poder de inibicdo da enzima
AChE, que resulta no acumulo da acetilcolina, causando estimulos continuos dos
musculos e colapso do sistema nervoso central, podendo levar & morte.***° Cabe
ressaltar que esse processo € o mesmo para humanos, outros mamiferos e até
mesmo para insetos, e que armas quimicas se diferem de pesticidas basicamente
pela poténcia da letalidade, ou seja, as diferencas moleculares nos aceptores da
AChE em cada animal levam a distintas toxicidades.**

As armas quimicas que atuam na inibicdo da AChE séo classificadas como
agentes nervosos, apresentados no Esquema 11, tendo Tabun como seu primeiro
representante, descoberto pelo quimico alemdo Gerhard Schrader a partir de
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novos pesticidas, durante a década
de 30 do século passado.®’*? Até o final da segunda guerra, Schrader e
colaboradores ja haviam sido responsaveis pela sintese de mais de 2000 compostos
organofosforados, incluindo o pesticida, Paraoxon, além de outros agentes nervosos
da série G — classificados assim por terem sido desenvolvidos na Alemanha — o

Sarin e Soman.*’®* Cabe ressaltar que esses compostos sd0 comumente
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denominados “gases” de guerra, porém s&o liquidos incolores a temperatura
ambiente, com ponto de ebulicdo acima dos 150 °C.*° Dentre outros agentes
nervosos, destaca-se também o ciclosarin, também de origem alema, o VX,
sintetizado na Inglaterra em 1950 porém nunca utilizado em guerra, e 0 VR,
conhecido como VX russo, desenvolvido na Unido Soviética no final da década de
50.°%>* Quando o organismo é exposto a agentes nervosos, o processo de inibicdo e
envelhecimento da AChE pode ocorrer rapidamente, com tempos de meia vida de,
por exemplo, 36,5 horas para o VX, ou muito menores, chegando a apenas 2
minutos, como no caso do Soman.*?*® Logo ap6s a segunda guerra mundial, houve
ampliagdo no escopo das pesquisas relacionadas aos organofosforados, visando
ndo apenas o desenvolvimento de armas quimicas, mas também métodos de

degradacdo dessas substancias nocivas.
Esquema 11. Estruturas de importantes agentes nervosos.
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O mecanismo de inibicdo da AChE, apresentado no Esquema 12, tem etapa

o

inicial similar ao da hidrélise da acetilcolina (Esquema 8), no qual o grupo OH da
serina atua como nucledfilo enquanto os outros grupos da triade — IMZ e glutamato
— atuam como catalisadores basico e &cido, respectivamente.® Por meio de
calculos teoricos foi possivel mostrar que, em detrimento a um caminho concertado,
0 mecanismo é compativel com processo de adi¢do-eliminacdo, sendo a adi¢do a
etapa determinante, como mostrado no Esquema 12.°° Apds o ataque nucleofilico
pelo grupo OH, ha a formagdo de nova ligacdo O-P entre a serina e o
organofosforado, levando ao intermediario pentacoordenado. Posteriormente, com a

remocdo do grupo abandonador, ocorre a formacdo da enzima inibida com
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geometria tetraédrica (serina fosforilada).® A inibicdo ocorre devido a alta
estabilidade da nova ligacdo P-O formada entre a serina e o organofosforado e,
consequentemente, impossibilita a reacdo de hidrolise da acetilcolina, levando ao
seu acumulo. Nesse momento podem ocorrer dois caminhos distintos: (i) o
envelhecimento da AChE devido a reacdo de desalquilacdo, que resulta na
formacéo de um éster anidnico de maior estabilidade e, portanto, maior dificuldade
de reativacdo ou (i) a reativacdo espontanea da enzima por meio de reacado de
desfosforilacdo promovida pelo proprio organismo. Em casos de intoxicagdo por
essas substancias, o tratamento médico mais comum de reativacdo da enzima é
baseado no uso de antidotos, que devem ser administrados imediatamente. Esses
antidotos séo tipicamente constituidos por alguma oxima piridinica, uma classe de
compostos que possui alta reatividade com organofosforados e, portanto, tendem a
eliminar os agentes nervosos da enzima que ainda ndo foi envelhecida,® como

mostrado na etapa de reativacdo no mecanismo do Esquema 12.

Esquema 12. Mecanismo de inibicdo, envelhecimento e reativacdo da AChE.
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Algumas das oximas mais comuns estdo mostradas o Esquema 13. Cabe
ressaltar que ainda ndo ha um antidoto ideal para esse proposito, visto que oximas
apresentam deficiéncias relacionadas a eficiéncia, seletividade e toxicidade,*
evidenciando a necessidade de maior atencdo destinada ao desenvolvimento de

novos agentes que promovam processos de desfosforilagéo.

Esquema 13. Importantes oximas utilizadas na reativacado da AChE.
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Desde que Voegeli sintetizou o trietilfosfato, o primeiro triéster de fosfato em
1848, e Clermont produziu o tetraetilpirofosfato, o primeiro organofosforado inibidor
de AchE em 1854 (Esquema 14), o desenvolvimento de novos pesticidas e armas
guimicas tem evoluido concomitantemente e, como mencionado, houve importante
avanco na década de 40 devido ao grande interesse bélico.*” De fato, a
consolidacdo de organofosforados como classe de pesticidas ocorreu ja na década
de 60, com a comercializacdo do paration (Esquema 14), composto também
sintetizado por Schrader durante a segunda guerra.>® Posteriormente, houve um
surpreendente aumento da demanda desses compostos, levando o0s
organofosforados a representarem cerca de 40% do mercado global de pesticidas,
sendo que esse sucesso € atribuido ao baixo custo, versatilidade, estabilidade,
consideravel eficacia e facilidade de producdo.>® Entretanto, a popularizacdo e
producdo excessiva desses compostos atraiu atencdo da comunidade cientifica, que
tem mostrado os graves impactos causados por organofosforados na saude e no
meio ambiente, em contraste ao papel importante na produgéo de alimentos. Cabe
ressaltar que, ao lado de medicamentos, pesticidas aparecem como principal agente
quimico responsavel por intoxicacdo humana, sendo letal em 3% dos casos. Porém,
esses dados sdo ainda mais alarmantes, pois se estima que 98% dos casos de
intoxicacdo ndo sejam notificados, ou séo feitos erroneamente, enfatizando o grave
problema de salde publica relacionado ao consumo de agrotéxicos.®® Dentre os

sintomas cronicos, tem sido observados efeitos neurologicos, carcinogénicos,
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mutagénicos, enddcrinos e toxico-reprodutivos, enquanto os sintomas agudos mais
comuns em individuos intoxicados compreendem espasmos musculares, vomitos e
até convulsdes.®® Devido ao avanco cientifico visando controle dessas substancias,
diversas tem sido banidas por comprovadamente representarem riscos a salude da
populacdo ou por apresentarem outras restricdes ao uso, com base nos critérios da
Organizacdo Mundial de Saude e de agéncias reguladoras da Europa e Estados
Unidos.®*®® Algumas estruturas de pesticidas organofosforados banidos estéo

mostradas no Esquema 14.

Esquema 14. Pesticidas organofosforados proibidos ou com restricdes ao uso pela
Organizacdo Mundial de Saude ou outras agéncias nos Estados Unidos e Europa.
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Diversos pesticidas proibidos em outros paises ainda sdo amplamente
utilizados no Brasil, podendo-se destacar o acefato, glifosato e o paration (Esquema
14).** De forma agravante, em 2012 o Brasil se tornou o maior consumidor de
agrotéxicos no mundo,®® sendo responsavel por uma parcela de 19% do mercado,
com surpreendentes 1,05 bilhGes de litros pulverizados nas lavouras cultivadas
naquele ano.®® Devido & producéo desproporcional dessas substancias, o acimulo
de estoques de pesticidas obsoletos tem demandado necessidade ainda maior no
desenvolvimento de processos visando a detoxificacdo quimica. Portanto, a busca
por catalisadores eficientes para reacdes de desfosforilagdo, ou seja, que permitam
a degradacdo do organofosforado a outros produtos de menor toxicidade tem
fundamental importancia para o controle dessas substancias. Nesse sentido, para o
avanco no desenvolvimento de agentes detoxificantes, estudos da arquitetura

molecular vinculados a compreensdo mecanistica das rea¢bes envolvendo

organofosforados podem representar uma importante ferramenta.

1.2.1. Os mecanismos gerais de transferéncia do grupo fosforila

As reacgfes envolvendo transferéncia do grupo fosforila de ésteres de fosfato
tem sido tema de diversos estudos visando a compreensao dos mecanismos em
processos biologicos, reatividade de farmacos, proposi¢cdo de novos catalisadores,
reativacdo da AChE e desenvolvimento de processos de detoxificacdo quimica.®>®°
Como exemplificado no Esquema 15, tem sido mostrado que as reacbes de
substituicdo nos organofosfatos ocorrem tipicamente via ataque ao fésforo, com
clivagem da ligacdo P-O, ou ao carbono, em que h&a quebra da ligagcdo C-O. No caso
das reacdes de hidrolise, de forma geral, o caminho preferencial ocorre pelo foésforo,
porém em alquilfosfatos, a clivagem da ligacdo C-O incide como um caminho
competitivo em pHs mais baixos, visto que, nesse caso, 0 grupo abandonador
fosfato ndo apresenta carga (Esquema 15).*> Uma das estratégias propostas para
compreensao das rotas preferenciais em diferentes meios reacionais tem sido a
utilizacéo de &gua marcada com 20, (Esquema 15), como no estudo da hidrélise
alcalina do trimetilfosfato, onde foi mostrado que a reacao ocorre exclusivamente via
quebra da ligacdo fosforo-oxigénio, apds realizacdo de andlise dos produtos

obtidos.”® Em contrapartida, ainda utilizando analises por substituicdo isotdpica, foi
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observado que a clivagem predominante no processo de hidrélise do dimetil fosfato

em sua forma neutra ocorre via ligacdo carbono-oxigénio.”*

Esquema 15. Mecanismo de hidrélise de um monoéster de fosfato.
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Os mecanismos gerais de quebra da ligacdo P-O sdo analogos aos de
reacoes de substituicdo envolvendo carbono, e podem ser classificados em trés
tipos: (i) associativo, consistindo em uma etapa de adi¢c&o e outra de eliminagéo (Ap
+ Dy), com formacgédo de um intermediario pentacoordenado fosforano de geometria
bipiramide trigonal; (ii) dissociativo, também em duas etapas, porém com formacao
inicial de intermediario resultante de eliminacdo unimolecular com posterior
formacao de nova ligacdo com o fésforo (Dy + Ap) e (iii) concertado, consistindo em
uma etapa Unica, com adicdo do nucledfilo e eliminacdo do grupo de saida
simultaneamente (ApDy).*> O diagrama de More O’Ferrall-Jencks, mostrado na
Figura 2, ilustra de forma evidente os mecanismos gerais observados para reacdes
de substituicdo via &tomo de fésforo. Os mecanismos que apresentam duas etapas,
(i, Ap + Dy) e (i, Dy + Ap) sdo mostrados nas arestas do diagrama, e 0s
intermediarios de cada reacdo destacados nos vértices, imediatamente apés 0s
reagentes. Os mecanismos predominantemente concertados s&o representados no
interior do diagrama, sendo que as linhas tracejadas curvas (iv e v) indicam
caminhos com menor grau de sincronismo durante a formacdo e quebra das
ligacBes na estrutura do ET. Isto €, sob certas condi¢cfes, algumas reacdes podem
apresentar variagcbes dos caminhos mencionados, sendo intrinsicamente
relacionadas ao nivel de sincronismo da reacédo. Dentre estas, estdo o caminho

concertado de carater associativo (v), com ET que apresenta maior grau de ligacéo
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com o grupo de saida do que com o nucledfilo, e o caminho concertado de caréater

dissociativo (iv), em que a quebra da ligagdo com o grupo de saida esta mais

adiantada que a formacé&o da ligacdo com o nucledfilo.

45,67

Figura 2. Diagrama de More O’Ferrall-Jencks contendo os mecanismos de reacoes

de substituicdo em ésteres de fosfato via atomo de fésforo.
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Dentre os diferentes tipos de ésteres de fosfato, a presenca de grupo OH em

mono e diésteres torna sua reatividade mais susceptivel as mudancas de pH em

comparacdo aos triésteres, devido a possibilidade de formacdo das espécies

anibnicas resultantes da desprotonacédo. Especificamente com relacdo a reacdes de

hidrolise, em contraste aos mono e diésteres de fosfato que tendem a apresentar

mecanismo tipicamente concertado (AxDn, Figura 2),"? novas evidéncias tem

sugerido que no caso dos triésteres, esse processo ocorre em duas etapas (An+Dy),

como mostrado na sequéncia. No caso especifico de monoésteres dianidnicos,

forma majoritaria em pH acima de 7, tem sido observado que a velocidade de

clivagem tem pouca dependéncia com o pK, do grupo abandonador, indicando fraca

ligagdo desse com o fosforo e, portanto, compativel com mecanismo concertado,
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porém de carater dissociativo (caminho iv, Figura 2). Para a espécie monoanidnica
de monoésteres, prevalecente entre pH 2 e 7, entretanto, nota-se elevada
sensibilidade a basicidade do grupo de saida, visto que esse pode ser estabilizado
por uma transferéncia de proton intramolecular vinda do grupo OH. J& para diésteres
alquilicos, predominantes na forma aniénica em soluc¢des de pH acima de 2, estudos
cinéticos tem mostrado que a velocidade de hidrélise tem maior dependéncia da
basicidade do nucledfilo sendo, portanto, evidencia de que mecanismo concertado
apresenta maior carater associativo (caminho v, Figura 2).”

Um dos estudos pioneiros referentes a hidrélise de triésteres de fosfato foi
publicado no inicio da década de 70 por Kirby e Khan, tendo como foco a avaliagéo
sistemética da reatividade da agua e de uma série de outros nucleéfilos.”* Nesse
trabalho, mostraram que a velocidade de clivagem de triésteres derivados do 1,3-
propanodiol € sensivel tanto a natureza do grupo abandonador, como do nucledfilo,
sendo sugerido que, para a hidrélise, o mecanismo mais compativel é do tipo
catélise basica-geral. Por meio de aplicacdo de célculo mecanico-quanticos, essa
hipétese foi recentemente confirmada, mostrando que a hidrélise de triésteres de
fosfato em solucdo neutra ocorre em duas etapas, com formacédo de intermediario
pentacoordenado, mesmo com a presenca de bom grupo abandonador (pKa<7),
como mostrado no Esquema 16.”° O mecanismo detalhado da primeira etapa de
reacao envolve duas moléculas de agua, sendo uma delas responsavel pelo ataque
nucleofilico, enquanto a outra auxilia o ataque transferindo proton a fosforila,
resultando na formacdo do intermediario. A segunda etapa consiste na doacdo de
um préton ao grupo de abandonador por uma terceira molécula de 4gua, que abstrai
simultaneamente o préton da fosforila e, finalmente, leva a clivagem do triéster. Para
atribuir o correto caminho reacional, calculos para um mecanismo concertado
também foram realizados, resultando em energia de ativacdo muito superior a
experimental. Além disso, sistemas variando o numero de moléculas de agua
explicitas foram realizados, utilizando a energia livre de ativacdo experimental como
parametro comparativo, sendo que o resultado com maior concordancia resultante

da inclusdo de 3 moléculas de solvente participando da reacao.
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Esquema 16. Mecanismo de hidrélise do triéster difenil-2-nitro-fosfato.”
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Fonte: Kirby, 2013

De forma geral, reacbes de substituicdo nucleofilica envolvendo triésteres
tendem a ser mais rapidas comparadas com aquelas envolvendo mono e diésteres
desprotonados. Uma das causas atribuidas a esse comportamento € a auséncia de
oxigénio anibnico nos triésteres, que leva a uma menor repulséo eletrostéatica entre o
substrato e o nucledfilo.”” Além disso, em mono e diésteres contendo carga
negativa, o orbital antiligante da ligacdo do fésforo com o grupo de saida (OR*) se
beneficia da conjugacdo com os elétrons ndo ligantes do O°, resultando em
interagdes hiperconjugativas do tipo No~0*p.or+ que diminuem o carater positivo do
fésforo, o que resulta também na diminuicdo da sua eletrofilicidade. Cabe ressaltar
gue esse tipo de interacdo também esta presente nos triésteres, porém é mais fraca,
do tip0o nNor—0*p.or*, ViSto que grupos OR sao piores doadores eletronicos
hiperconjugativos que O, tornando o fosforo de triésteres mais susceptivel a
ataques nucleofilicos.’*"

Como mencionado, a velocidade de transferéncia do grupo fosforila em mono
e diésteres em suas formas totalmente ionizadas tem maior influéncia da natureza
do grupo abandonador e do nucledfilo, respectivamente. No caso dos triésteres, por

sua vez, além de se mostrarem sensiveis a ambos (nucledfilo e grupo de saida),
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apresentam alta influéncia de um terceiro fator: os grupos espectadores ou nao-
abandonadores.®® Esses grupos permanecem em posices equatoriais na estrutura
do ET, e apresentam menores comprimentos de ligagcdo com o fésforo, enquanto o
nucleofilo e o grupo abandonador ocupam posi¢cdes apicais, como mostrado no
Esquema 17. No estudo dos mecanismos nas reagdes envolvendo ésteres de
fosfato, uma ferramenta bastante recorrente € a utilizacdo de relacdes lineares de
energia livre (RLEL), que mostra a dependéncia linear entre o logaritmo da
constante de velocidade de certos processos em funcao de alguma propriedade ou
parametro do sistema. Nesse contexto, por meio da RLEL relativa ao somatério dos
pKas dos grupos espectadores, foi mostrado que nas reacdes de hidrélise de uma
série de triésteres arilicos e alquilicos, de forma geral, uma maior basicidade dos
grupos expectadores tende a aumentar a velocidade das reacées.®® Como as RLEL
obtidas foram similares (inclinacdo) aquelas obtidas para o pK, do nucledfilo ou
grupo abandonador, foi sugerido que influéncia dos grupos espectadores na
reatividade pode ser igualmente significativa. A principal razdo associada a esse
comportamento recai nho maior efeito retirador eletrébnico sofrido pelo fosforo,
resultando em favorecimento do ataque nucleofilico.®® Assim, reafirma-se a
necessidade de compreensdo mais detalhada de reacdes nucleofilicas envolvendo
especificamente triésteres de fosfato, visto que além de comporem os pesticidas e
armas quimicas, também sdo mais susceptiveis a natureza do nucledfilo em

comparacao aos mono e diésteres.

Esquema 17. Posi¢cédo dos grupos espectadores na estrutura do ET na transferéncia
do grupo fosforila em um triéster de fosfato.
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1.2.2. Reagdes nucleofilicas envolvendo ésteres de fosfato

O estudo detalhado de reacbes de transferéncia do grupo fosforila mediada
por nucledfilos tem atraido interesse por permitir uma melhor compreensao dos
mecanismos de agdo enziméticos. Além disso, a avaliacdo detalhada da reatividade
de farmacos potencialmente nucleofilicos podem trazer informacfGes importantes
para pesquisas relacionadas aos seus efeitos colaterais e reacdes paralelas, tendo
em vista a grande quantidade de estruturas com fésforo no organismo. Nucledfilos
também s&do poderosos aliados para facilitar processos de detoxificagdo quimica,
visto que rapidamente podem transformar organofosforados nocivos em outros de
menor toxicidade ou, idealmente, em compostos mais susceptiveis a processos de
solvolise, levando a formacdo de espécies nao toxicas. Nesse sentido, busca-se
idealmente por catalisadores nucleofilicos que reajam com os organofosfatos e
sejam facilmente regenerados ao término da reacao.

Alguns nucledfilos detentores de efeito alfa tem apresentado alta reatividade
com organofosfatos, causando incrementos que chegam & ordem de 10° vezes
comparado com a reacdo com agua.’® Esses compostos sdo classificados como a-
nucleodfilos, uma classe de substancias que apresenta reatividade superior a
espécies de mesma basicidade. Essa peculiaridade é proporcionada pela existéncia
de um ou mais pares de elétrons livre em atomo eletronegativo adjacente ao centro
nucleofilico.”” Exemplos desses nucledfilos incluem as oximas, peréxidos organicos,
hidrazina, dentre outros. As razdes atreladas a essa caracteristica ainda ndo séo
plenamente claras, porém, tem-se sugerido possivel estabilizacdo do ET pela
formacdo de estruturas mais rigidas, além de contribuicbes de transferéncia
eletronica, catalise intramolecular e polarizabilidade.”” As reacdes de clivagem de
dois triésteres de fosfato mediadas por umas série de oximas foram recentemente
estudadas, sendo mostrado que dentre os a-nucledfilos avaliados, a 2-hidroxiimino-
N-fenilacetamida levou a incrementos na ordem de 10’ vezes comparado as
respectivas hidrélises espontaneas dos organofosfatos.’® Cabe ressaltar, entretanto,
gque nem sempre 0s nucledfilos se comportam de forma catalitica, ou seja,
regenerando-se ao fim do processo reacional. Isso porque, dentre as possibilidades
reacionais com o éster de fosfato, um ataque nucleofilico ao carbono pode levar a
formacao de produtos estaveis frente a solvélise. Esse comportamento € recorrente

79,80

na literatura, sendo observado, por exemplo, na reacdo da hidroxilamina
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(NH,OH) e seus derivados metilados H3CNHOH, NH,OCHj;, (CH3);NOH com o
diéster etil 2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP), como mostrado no Esquema 18.”° Por
meio de técnicas de RMN e cromatografia gasosa, foi mostrado que até 60% dos
produtos (reacdo envolvendo o H3CNHOH) foram formados por mecanismo de
substituicdo nucleofilica aromética pelo nitrogénio, o que néo leva a regeneracao do
catalisador. Nesse caso, tem-se uma transferéncia do grupo fosforila eficiente e

rapida, o que é interessante, no entanto ndo ha catalise.®

Esquema 18. Reacdes da N-metilhidroxilamina com EDNPP.%
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Um estudo classico envolvendo catélise nucleofilica na clivagem de ésteres
de fosfato foi publicado por Kirby et al, mostrando que a clivagem intramolecular do
2-carboxifenil fosfato ocorre 10'° vezes mais rapidamente comparada a reacdo em
que o grupo carboxilato ndo esta presente (Esquema 19).2? Foi observado que o
mecanismo envolve a formac¢éo de intermediario ciclico e que a reacao se processa
via catdlise nucleofilica proporcionada pelo carboxilato em orto. Nesse estudo,
também foi mostrada a pequena contribuicdo da catalise acida pela carboxila,

auxiliando o grupo de saida.

Esquema 19. Clivagem catalitica intramolecular do 2-carboxifenil fosfato.
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Em um trabalho recente, a substituicdo nucleofilica de um triéster de fosfato
foi estudada com uma série de nucledfilos por meio de RLEL do tipo Bronsted,
relacionando a constante de velocidade da reacdo com o pK,; do nucledfilo e do
grupo abandonador.®® Dentre os compostos avaliados nos estudos cinéticos,
estavam aminas secundarias, piridinas e fenois, como apresentado na Figura 3, com
destaque para o 4-oxipiridina e 4-metoxifenol que se mostraram 0s mais reativos,
com constantes de velocidade na ordem de 102 M?s™ e incrementos cataliticos em
torno de 10* vezes em relacdo a hidrélise espontanea do triéster. Como mostrado na
Figura 3, perfis lineares foram obtidos para as trés classes de substancias no grafico
de Bronsted, com inclinacdes (B) de 0,21, 0,39 e 0,43 calculadas para os fendis,
aminas e piridinas, respectivamente. Devido a auséncia de quebras no perfil e pelos
valores de B, foi sugerido mecanismo concertado em todos 0s casos, com reacoes
ocorrendo via ataque ao fosforo, visto que ndo houve sinais de reacdo pelo carbono
aromatico. Os autores nao relatam investigacdo referente a etapa de solvolise dos

intermediarios e, portanto, ndo se pode afirmar se 0s processos sao cataliticos.

Figura 3. Estrutura geral dos nucledfilos avaliados em reacédo com o triéster 2,4-
dinitrofenil fosfato e plots de Bronsted referentes a fendis(A), piridinas (0), e aminas

secundarias (e).%

L -z 2 B
ER_K ] \\l \\' ;"" EtO /P\o —» Produtos
" H R R EtO
-3
A
-4 A A A—A
— -5 A
T -6k | 1 L | L |
=
T -3
o —4F
lcr sl Do O
Bt [ON | ) . .
o -3
o
2 | . .
-5} o« *°
-6 1 L L \ . A
5 6 7 8 9 10 11 12

PK4 + log (p/q)

Adaptado de: Castro, 2011.
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Devido a sua fundamental importdncia no organismo, a histidina esta no
grupo dos derivados de IMZ de maior destaque, tendo motivado diversos trabalhos
com o intuito de avaliar sua atividade catalitica fora do ambiente biolégico. Um
interessante estudo cinético foi publicado por Jauregg e Hackley, que investigaram a
hidrélise do dietil fllor-fosfato catalisada por histidina e IMZ, como mostrado no
Esquema 20, sendo proposto que o aumento na velocidade do processo esta
associado a formacdo de um intermediario cuja estrutura apresenta um nitrogénio
quaternario.®® Em contraste aos trabalhos de Bruice e Schmir citados
anteriormente,’® nesse estudo foi mostrado que a histidina apresentou maior
atividade catalitica que o IMZ, mesmo apresentando menor pK,y (Tabela 2), porém
sem mencdes & influéncia especifica do substituinte.?* Essas observacées revelam
gue a tendéncia geral de que maiores valores de pKsy levam a maiores
nucleofilicidades deve ser tratada com cautela no caso de derivados de IMZ. Isso
porque, fatores como impedimento estérico, tipo de solvente, equilibrio
conformacional, formacdo de ligacGes de hidrogénio e outras interacdes atrativas,
além da propria populacdo das espécies do par tautomérico, podem ter influéncia
fundamental na reatividade dessas espécies e sua compreensdo detalhada requer

maior atencao.

Esquema 20. Formagéo do intermediario na reacéo do dietil flior-fosfato com

histidina.
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Atrelado ao seu papel fundamental em reacbes de desfosforilacdo nos
sistemas biologicos, a atividade catalitica do IMZ tem sido explorada visando a
clivagem de ésteres de fosfato, com foco na reatividade e compreensdo mecanistica
dos processos. Nesse contexto, foi mostrada a alta atividade catalitica apresentada
pelo IMZ em reagfes de clivagem intermolecular dos diésteres bis(2,4-dinitrofenil)
fosfato (BDNPP), etil 2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP) e o triéster dietil 2,4-dinitrofenil
fosfato (DEDNPP, Esquema 21).)* Na presenca de IMZ, foram observados

incrementos cataliticos na ordem de 2000, 3000 e 7500 vezes, em comparacdo a
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hidrolise espontdnea do BDNPP, EDNPP e DEDNPP, respectivamente. Os
caminhos reacionais propostos pelos estudos cinéticos foram investigados por meio
de andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas
(EM), sendo confirmado que o0 processo segue mecanismo compativel com catalise
nucleofilica, visto que foram detectados intermediarios fosforilados, que
regeneravam o IMZ inicial. Espécies relativas a ataques ao carbono aromatico ou
alifatico ndo foram observadas. Foi sugerido que a reacdo € compativel com
mecanismo concertado, como mostrado no Esquema 21, consistindo inicialmente no
ataque do nitrogénio tipo piridina do IMZ ao fésforo. Essa etapa leva a formacgéo de
intermediarios que apresentam um curto tempo de meia-vida (ti2), devido a
susceptibilidade frente a reacdo de hidrélise. Nesse caso, pode-se considerar o
processo uma catéalise auténtica, visto que o IMZ é regenerado ao fim do processo

apenas pela atuacao do meio reacional.

Esquema 21. Mecanismo de clivagem do DEDNPP, EDNPP e BDNPP com IMZ.18
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Fonte: Orth, 2011

A busca por agentes nucleofilicos associada a investigacdo dos fatores que
governam sua reatividade em sistemas simplificados de transferéncia do grupo
fosforila s@o fundamentais para a compreensdo dos complexos mecanismos
enzimaticos. O aprimoramento de sistemas cataliticos que sejam eficientes em
condicbes amenas também podem representar avan¢cos em uma variedade de
outros propdsitos, como na proposicdo de antidotos substitutos das oximas na
reativacdo da AChE e na projecdo de sensores para controle de organofosforados

em alimentos e no meio ambiente. Nesse contexto, pode-se enaltecer
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especificamente o IMZ, visto que mesmo nao detentor de efeito alfa, possui
nucleofilicidade similar a a-nucleodfilos, além de ter apresentado carater catalitico
auténtico em reacBes com organofosforados.'® Portanto, os derivados de IMZ
aparecem como proeminentes catalisadores nucleofilicos e a avaliagdo detalhada do
efeito de substituintes na sua reatividade pode trazer importantes avancos nao
apenas para processos de detoxificacdo quimica, mas também para o

desenvolvimento de enzimas artificiais.

1.3. Céalculos tedricos aplicados as reacdes de transferéncia do grupo fosforila

e reatividade do imidazol

Nas ultimas décadas, calculos tedricos tém sido amplamente utilizados em
diversas areas da quimica, com aplicacdes visando, por exemplo, atribuicbes
espectroscopicas, analise conformacional, elucidagdo mecanistica e até mesmo o
desenvolvimento de catalisadores.®® Entretanto, essa importancia, eficacia e
notoriedade séo frutos de um longo processo de evolucdo cientifica, combinando
principalmente os avancos computacionais, a fisica classica (Newtoniana) e a
gradativa compreensdo dos principios da mecanica quantica. Nesse sentido, cabe
ressaltar que Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel tiveram suas pesquisas
sobre o desenvolvimento de modelos de célculo para sistemas quimicos complexos
iniciadas mais de 40 anos antes de terem sido laureados com o Prémio Nobel, em
2013.

Dentre os importantes alicerces referentes a origem da mecanica quantica
moderna, esta a determinagcdo da Equacdo de Schrddinger, publicada em 1926. As
solucbes dessa equacdo sdo as chamadas funcdes de onda, que fornecem a
descricdo completa de um dado sistema microscépico, como atomos e moléculas,
permitindo a obtencdo de grandezas fisicas de interesse, como energia, posicao e
momento, por meio da aplicacdo de operadores.®*®” Contudo, poucos sistemas
permitem uma solucdo exata da Equacdo de Schrodinger (e.g. atomos
hidrogenodides), tendo em vista a sua complexidade matematica.”” Assim, um dos
objetivos centrais da quimica computacional € ponderar tempo e acuracia, para que
a modelagem de um certo sistema real seja feita de forma eficiente, e trabalhos

direcionados ao aprimoramento de solugcdes aproximadas da Equacdo de
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Schrédinger em sistemas multieletronicos, tem sido fundamentais para vivificar esse
propdsito. Nesse contexto, pode-se enaltecer os trabalhos dos cientistas Walter
Kohn e John Pople, que ganharam o Nobel de Quimica em 1998 pelas suas
contribuicdes no tocante ao desenvolvimento da teoria funcional da densidade (DFT,
do inglés Density Functional Theory) e de métodos computacionais em quimica
guantica, sendo considerado por muitos o principal marco na consolidacdo da
guimica computacional como um campo de estudo distinto.

Numa forma simplificada, a energia total do sistema, determinada pela DFT,

leva em consideracao quatro contribuigdes distintas, como mostrado na Equacéo 1,
E=E"+E'+E’+E‘T (1)

onde os trés primeiros termos sdo correspondentes aos componentes da energia
classica, sendo E' o termo da energia cinética eletrdnica considerando a
aproximacdo de Born-Oppenheimer, E" representa a energia potencial de repulséo
nuclear e atracdo nucleo-elétron e E’ relativo & repulséo eletrnica.®® O termo E°T,
por sua vez, é composto por duas partes, sendo uma referente a interacao de troca
e outra da correlagdo elétron-elétron. Como ainda ndo é conhecido um funcional que
relacione exatamente a densidade eletrbnica a energia, se fez necessaria a
utilizacéo de representacdes aproximadas para o termo E°'. Por mais que existam
diversos métodos para esse propésito, a natureza aproximada do termo da energia
de correlagdo e troca pode acarretar na obtencdo de resultados com erros
consideraveis e, por isso, a escolha do funcional mais apropriado para um
determinado sistema deve ser feito com cautela. Na quimica organica, dois dos
funcionais mais recorrentes na literatura sdo o B3LYP®¥® e M06-2X°}, tipicamente
combinados com os conjuntos de base do Pople, para representacdo dos orbitais.
Enquanto nos métodos ab initio o sistema eletrénico € descrito por meio de
sua funcdo de onda, a DFT tem seu formalismo estabelecido nos teoremas de
Hohenberg e Khon, em que a densidade eletrbnica do sistema aparece como
variavel importante.”® Uma das vantagens desse tratamento recai no fato de que,
enquanto a funcédo de onda depende de 3N coordenadas espaciais (N = niumero de
elétrons), o funcional (funcdo de uma funcéo) da densidade eletrbnica considera o

sistema como uma Unica particula descrita por 3 varidveis, uma para cada
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dimensédo. Essa diferenca em relacdo aos célculos ab initio acarreta em reducéo
consideravel da complexidade do sistema.®® Deste modo, célculos que utilizam a
DFT se destacam pelo baixo custo computacional, além de apresentarem boa
acuracia nos resultados em comparacédo a dados experimentais.

Modelar reacdes de desfosforilagdo tem sido um continuo desafio,
principalmente envolvendo agentes nucleofilicos. Em estudos visando a elucidagao
mecanistica, algumas informacdes séo inacessiveis experimentalmente e, portanto,
métodos de calculo, sejam ab initio ou DFT, acabam por complementarem estudos
cinéticos e colaboram para compreensdo do caminho preferencial de uma reacéo.
Especificamente no caso de ésteres de fosfato, investigacBes utilizando métodos
tedricos aplicados as reacfes de hidrélise tem atraido maior atencdo, como alguns
exemplos mostrados em sessdo anterior, porém, gradativamente, mais trabalhos
nesse sentido tém sido publicados envolvendo reagcées com outros nucleofilos.

Arante e Chaimovich avaliaram o tipo de mecanismo predominante e a
influéncia do nucledfilo em processos de tidlise e alcoodlise via clivagem da ligacao
P-O em uma série de triésteres e monoésteres.” Nesse estudo, utilizaram método
MP2 combinado com uma série de funcdes de base, dentre elas 6-31+G(d) e 6-
311+G(2df,2p). Mostraram que a tidlise em triésteres € mais lenta em comparacao a
alcodlise e observaram que ambas as rea¢fes ocorrem em duas etapas seguindo
preferencialmente mecanismo do tipo Ay + Dy, com formacdo de intermediario
pentacoordenado, como mostrado na Tabela 3. A velocidade das reacfes
envolvendo triésteres também se mostrou altamente dependente da natureza do
nucledfilo e grupo abandonador, visto que a tidlise apresentou barreira 35 kcal mol™
mais alta que a alcodlise e a dissociacdo do trimetilfosfato requereu 36 kcal mol™ a
mais que no caso do dimetilfenilfosfato. Isso porque, o metéxido apresenta maior
basicidade que o fendxido e, portanto, € pior grupo de saida, desfavorecendo a
reacdo. No processo de tidlise dos monoésteres, o mecanismo predominante se
mostrou dependente da natureza do grupo abandonador, visto que para o
metilfosfato foi observado mecanismo dissociativo (Dy + An) enguanto para o
fenilfosfato foi predominantemente associativo (Ay + Dy, Tabela 3). Barreiras
energéticas similares entre 0s mecanismos associativo e dissociativo foram
observadas para a reagdo de alcodlise do fenilfosfato, enquanto caminho

preferencialmente dissociativo foi observado para o metilfosfato, sugerindo que esse
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processo também é sensivel a natureza do grupo de saida. Cabe ressaltar que em
trabalho anterior, os autores haviam mostrado que no processo de tidlise do triéster
trimetilico a rota preferencial ocorre via clivagem da ligagdo C-O, em detrimento a
quebra da ligacdo P-O, por meio de mecanismo concertado.®® Mesmo assim, os
resultados obtidos nos estudos mecanisticos via fésforo foram relevantes no sentido
de compreender a acdo das proteinas tirosina fosfatases, uma familia de enzimas
que catalisa reacdes de desfosforilacdo de residuos de tirosina de outras proteinas

do organismo, promovida por meio do ataque nucleofilico da cisteina.*®

Tabela 3. Mecanismos de alcodlise e tidlise via fosforo em uma série de

organofosfatos.
Ester Estrutura Alcodlise Tidlise
7.0
Dimetilfenilfosfato MeO“‘)P\o An + Dy An + Dy
MeO
i
Trimetilfosfato MeO“‘)P\OMe An + Dy Ay + Dy
MeO
i
Metilfosfato < \\\)P\OMe Dn + An Dn + An
HO
e
Fenilfosfato b“‘)P\o An + Dy e Dy + Ay Ay + Dy
HO

Como mencionado anteriormente, estudos tem mostrado a alta reatividade do
a-nucledfilo ambidentado hidroxilamina promovendo reagdes com organofosforados
via ataques pelo oxigénio ou nitrogénio.*”*° Nesse sentido, tem sido observado que
sua forma zwiteriénica ("NHz0O") é a mais reativa em processos de desfosforilagéo,
tipicamente com preferéncia de ataque via oxigénio anioénico ao fésforo (mecanismo
(a), Esquema 22). Esse comportamento foi detalhado, por exemplo, no estudo da
reagdo da hidroxilamina com o dietil-8-dimetilaménio-1-naftol, em que n&o foram
detectados produtos referentes as outras possiveis rotas, como ataques
nucleofilicos pelo nitrogénio ou oxigénio ao carbono do triéster ou via nitrogénio ao

fosforo.®” Célculos realizados em nivel Hartree-Fock com conjunto de base 6-
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31G(d,p) permitiram n&o apenas confirmar a rota reacional de ataque do oxigénio ao
fésforo (Esquema 22, a), mas também revelar que o mecanismo € do tipo catalise
acida-geral intramolecular, com transferéncia de préton do grupo “NHs; ao oxigénio
da fosforila, facilitada pela formacdo de uma ligacdo de hidrogénio NH~O na

estrutura do ET.

Esquema 22. Mecanismos de reacao da hidroxilamina com um triéster de fosfato e

ET do caminho (a).”’
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Em trabalho posterior, célculos utilizando o método B3LYP/6-31++g(d,p)
permitiram avaliar as diferencas mecanisticas entre as reacdes da hidroxilamina com
um di e um triester de fosfato.'® Foi mostrado que o triéster tris-2-piridil fosfato
(TPP) sofre reacdo de adicdo-eliminacdo em duas etapas, com formacédo de
intermediario pentacoordenado (Esquema 23). Nesse processo, a barreira de
ativacdo mais préoxima do valor experimental foi obtida com a inclusédo de duas
moléculas explicitas de hidroxilamina, uma delas atuando como nucleéfilo e outra
auxiliando a transferéncia do préton para formagcdo do intermediario. No caso da
reacao envolvendo o diéster monoanidnico bis-2-piridil fosfato (BPP) foi observado
um mecanismo concertado, em que o0 ataque nucleofilico do oxigénio da
hidroxilamina é beneficiado por uma ligagcdo de hidrogénio entre seu grupo ‘NHs e
uma molécula de dgua. Nesse caso, nao foi observada a transferéncia do proton,

porém, mesmo assim, essa interacdo levou a estabilizacdo do ET (Esquema 23).1%0
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Esquema 23. Mecanismos de clivagem do triester TPP e do diéster BPP mediado
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Grande atencdo tem sido direcionada ao estudo e desenvolvimento de

catalisadores bifuncionais, que tipicamente apresentam efeito cooperativo de dois

grupos proximos, tornando possivel a ocorréncia de mecanismos mais favoraveis

que aqueles de um unico grupo funcional. Nesse sentido, destaca-se a alta

velocidade de hidrdlise apresentada pelo diéster bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-

iNfenil) fosfato (BMIPP) em relagéo a outros ésteres com grupo abandonador de pKj,

semelhante, que foi detalhadamente abordada por um amplo conjunto de técnicas
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experimentais visando a caracterizacdo de intermediarios e produtos de reacdo.'™*
Esse processo catalitico intramolecular bifuncional representa um interessante
modelo para compreensdo da atuacdo da enzima fosfolipase D, que atua na
clivagem de diésteres de fosfato em meio bioldgico por meio de dois grupos IMZ.’
Os resultados cinéticos obtidos foram compativeis com dois mecanismos
equivalentes, sendo um via catalise nucleofilica e outro via catalise béasica geral, e
apenas com a aplicacdo de métodos de calculo foi possivel a distingdo das rotas
reacionais e proposicdo do caminho preferencial. Na primeira proposta (i), a
clivagem do diéster teria um dos grupos IMZ atuando como catalisador nucleofilico,
enquanto o outro IMZ, na forma de imidazolil, assistiria 0 grupo de saida via catélise
acida geral de forma concertada, levando a formacdo de um intermediario, como
mostrado no Esquema 24. Na outra proposta (i) um IMZ estaria atuando como
catalisador basico, auxiliando o ataque nucleofilico da agua, enquanto o outro grupo
IMZ, tal qual a primeira proposta, atuaria como catalisador acido. Esse mecanismo,
em primeiro momento, seria o0 preferencial por ndo envolver a formacdo de um
intermediario de reacdo aparentemente instavel (Estrutura 2, Esquema 24). Assim,
calculos em nivel B3LYP combinados com as funcgdes de base 6-31+G(d) para
atomos de fosforo, nitrogénio e oxigénio, 6-31G(d) e 6-31G para carbono e
hidrogénio, respectivamente, foram realizados para propor 0 mecanismo mais
favoravel. Contrariando a expectativa inicial, o diagrama de energia ao longo da
coordenada da reacédo indicou o favorecimento do mecanismo catalitico bifuncional,
com o IMZ atuando como nucledfilo na etapa inicial (caminho (i), Esquema 24),
como mostrado na Figura 4. Esse mecanismo apresentou barreira reacional quase
10 kcal mol* mais baixa do que a segunda proposta, na qual o mecanismo
envolveria a catélise basica geral, (caminho (ii), Esquema 24).2°> Nesse trabalho, a
aplicacdo de métodos de célculo foi fundamental para a proposicdo do mecanismo
preferencial, inicialmente ambiguo, confirmando a importancia da combinacéo dessa
ferramenta com metodologias experimentais. Posteriormente, por meio de utilizag&o
de um espectrofotbmetro de massas de alta resolucéo, foi possivel detectar o
intermediario 1 (Esquema 24), confirmando o mecanismo nucleofilico sugerido pelos

calculos teoricos.



Esquema 24. Mecanismos propostos de clivagem do diéster BMIPP.
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Figura 4. Diagrama de energia para os mecanismos de clivagem do diéster BMIPP
propostos de acordo com Esquema 24, sendo ET-BG e ET-NUC os ET obtidos para

as catalises basica-geral e nucleofilica, respectivamente.
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O mecanismo envolvendo a catdlise nucleofilica proporcionada pelo anel de
IMZ também se mostrou o caminho preferencial no estudo da reacdo da
transferéncia do grupo acila do 4-nitrofenil-2-metoxiacetato, mediada por histidina,
ancorada em uma cadeia de polialanina (Figura 5). Procurando avaliar quais fatores
governam a velocidade da reacdo, Tantillo e colaboradores realizaram célculos
utilizando os funcionais M06-2X e ®B97XD combinados com as funcdes de base 6-
31G(d) e 6-311+G(2d,p) e observaram que a maior influéncia no abaixamento das
barreiras reacionais resulta da formacdo de interacbes atrativas locais, em
detrimento ao macrodipolo da hélice. Dentre fatores construtivos na estrutura
molecular, apresentaram alta magnitude as interacdes entre (i) o par de elétrons ndo
ligante da carbonila da polialanina com o grupo nitro do grupo de saida do éster
(interacdo chamada #hole) e (ii) o hidrogénio da posi¢cao 2 do anel de IMZ com a

carbonila do éster (Figura 5).'%

Figura 5. Reacao da histidina em polialanina com um éster. O ET calculado mostra

importantes interacdes construtivas na estrutura molecular.®®
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Assim, com o intuito de se obter maiores detalhes acerca da reatividade e
elucidacdo mecanistica envolvendo ésteres de fosfato, célculos tedricos tem se
mostrado uma ferramenta fundamental, esclarecendo detalhes ndo alcancaveis
apenas com a utilizacdo de experimentacdo. Pode-se citar, por exemplo, a hidrolise
de ésteres de fosfato, que tem sido estudada ha mais de cinco décadas'® e apenas
recentemente, pela realizacdo de calculos com metodologias mecéanico-quanticas,
tem sido possivel compreender detalhadamente a estequiometria e as etapas
envolvidas no processo. Como referido no caso de triésteres de fosfato, em que foi
revelado que o processo ocorre em duas etapas com o envolvimento de trés
moléculas de agua auxiliando o ataque nucleofilico, estabilizando o intermediario
pentacoordenado e o grupo de saida (Esquema 16).”> Cabe mencionar também a
importancia dos resultados obtidos por meio de aplicacdo de métodos de célculo no
detalhamento do efeito do grupo espectador na hidrdlise de triésteres (Esquema 17),
corroborando as observacbes obtidas experimentalmente por meio de RLEL.%°
Portanto, a associacdo meticulosa de técnicas experimentais e tedricas permitem,
em conjunto, superar as limitagcdes encontradas em cada metodologia e possibilitam

maior plenitude na compreenséao das reac¢ées quimicas.
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2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi estudar a reatividade de derivados de IMZ nas
reacOes de desfosforilacdo do triéster DEDNPP, analisando o efeito de substituinte e
solvente, com intuito de elucidar os mecanismos reacionais através de estudos

cinéticos e computacionais.

2.2. Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral foi utilizado o seguinte conjunto de estratégias:

* Realizar estudos cinéticos para avaliar o potencial catalitico dos farmacos
albendazol (ABZ, carbamato de metil N-(5-propilsulfanil-3H-benzoimidazol-2-il);
metronidazol (MTZ, 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol); metimazol (MMZ, 2-
mercapto-1-metilimidazol) e benznidazol (BNZ, N-benzil-2-nitroimidazol-acetamida)
na clivagem do triéster DEDNPP. As estruturas estdo mostradas no Esquema 25.

* Investigar por estudos cinéticos a influéncia da posicao do grupo metila no anel de
IMZ nas reacdes do DEDNPP com 1MEI, 2MEI e 4(5)MEI.

* Avaliar qualitativa e quantitativamente por estudos cinéticos o efeito da
composicdo de mistura binaria dos solventes sulfoxido de dimetila (DMSO) e agua
nas reacgOes de desfosforilacdo do IMZ e IMEI com DEDNPP.

* Averiguar a influéncia do substituinte na reatividade do derivado 4(5)-hidroximetil-
imidazol (4(5)HMZ) frente a desfosforilacdo do DEDNPP.

* Realizar andlises por EM e RMN para detectar intermediarios e produtos
reacionais das reacdes avaliadas, com intuito de elucidar o mecanismo.

* Realizar calculos tedricos das reacdes avaliadas experimentalmente, a fim de
corroborar o mecanismo e elucidar a reatividade.

* Propor novos catalisadores baseados em IMZ para reacOes de desfosforilagao

mediante troca ou inclusdo de substituintes através de calculos teoéricos.



Esquema 25. Estruturas das espécies envolvidas nesse trabalho.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

O triester DEDNPP foi sintetizado no Grupo de Catélise e Cinética (GCC) da
UFPR, conforme método descrito na literatura.’®> ABZ foi obtido em uma farmécia de
manipulacdo com pureza 99%. Os derivados de imidazol 1MEI, 2MEI, 4(5)MEI,
HMZ, MMZ, MTZ e BNZ, os surfactantes brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e
dodecilsulfato de sodio (SDS), o acido trifluoroacético deuterado e os solventes
foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich) com pureza igual ou superior a 97%.
D,0 foi adquirido na Cambridge Isotope Laboratories.

3.2. Estudos cinéticos

Os estudos cinéticos foram realizados nos espectrofotdbmetros UV-Vis
Shimadzu modelos UV2401 e UV2450 disponiveis respectivamente no Laboratério
Multiusuarios e no Laboratério do Prof. Dr. Aldo Zarbin, ambos no Departamento de
Quimica da UFPR. No estudo cinético foram avaliados os fatores: (i) validade das
condicbes de pseudo-primeira ordem; (ii) pH; (iii) concentracdo do nucledfilo; (iv)
efeito isotépico; (v) temperatura e (vi) solvente. As reagfes foram iniciadas com a
adicdo de uma aliquota (10uL) de uma solucéo estoque do triéster (7,5x10° mol L™
em CH3CN mantida a -4 °C) em 3 mL de solucéo do derivado de IMZ contida na
cubeta de quartzo. O controle da temperatura durante as reacgdes foi realizado com a
utilizacdo de banho termostatizado. O pH do meio reacional no estudo cinético foi
fixado com uso de tampdes (0,01 mol L™) de acordo com a faixa desejada, sendo os
principais: acido acético (pH 4-5,5); diidrogenofosfato de sédio (pH 5,5-7,8);
bicarbonato de soédio (pH 8-9,5); bis-tris (pH 9-10,5). Os derivados de IMZ
mostraram-se tamponantes na faixa de mais ou menos duas unidades de pH na
regido de seu pKayy, portanto nem sempre foi necessaria utilizacdo de tampao.

O estudo cinético das reacdes foi realizado tipicamente por meio do
monitoramento das bandas em 360 ou 400 nm, relativas ao aparecimento do
produto 2,4-dinitrofenolato (DNP), como mostrado na Figura 6A. A reatividade de um

determinado nucledfilo foi avaliada pelas constantes de velocidade (Kops) Obtidas
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pelo ajuste dos dados de absorbancia em fungdo do tempo, advindos de qualquer

um desses comprimentos de onda, como mostrado na Figura 6B.

Figura 6. A. Espectros tipicos pré e pos reacao de clivagem do DEDNPP. B. Perfil
de pseudo-primeira ordem obtido pelos dados referentes ao monitoramento da

banda em 400 nm.
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A lei de velocidade de consumo de DEDNPP (Equacdo 2) considera as
contribuicdes referentes a sua hidrolise espontanea (ko), hidrélise alcalina (kon) € do

préprio nucledfilo em questéo (ky), como mostrado no Esquema 26:
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d[DEDNPP]

~= = —ko[DEDNPP] — ko[~ OH][DEDNPP] — ky[N][DEDNPP] @)

Esquema 26. Reacdes paralelas do DEDNPP em meio aquoso na presenca de um

nucleofilo.
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A Equacao 2 pode ser reescrita na forma:

d[DEDNPP]

——— = —[DEDNPP](ko + kou["OH] + ky[N]) (3)

Como em condi¢cdes de pseudo-primeira ordem a concentracdo dos nucledfilos é

praticamente constante durante a reacdo, pode-se considerar que:

kobs = ko + kou["OH] + ky[N] 4)
E, portanto:

d[DEDNPP]

T = —kons[DEDNPP], (5)

onde t é o tempo representado em segundos ou minutos, [DEDNPP]; € a
concentracdo do triéster em mol L™ no tempo t e kops € a constante de velocidade
observada de primeira ordem (s). Integrando a lei de velocidade mostrada na
Equacao 5, considerando os limites de integracdo do tempo inicial (t=0) até tempo t,

obtém-se:

[DEDNPP] = [DEDNPP] e kobst (6)
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Que corresponde a lei de velocidade integrada de primeira ordem referente ao
consumo do reagente DEDNPP, sendo a concentracéo inicial do triéster em mol L™
e representada por [DEDNPP],. Considerando que a concentracdo de DEDNPP em
tempo t € correspondente a diferenca entre as concentracbes do DNP no final da
reacao ([DNP].) e no tempo t:

[DEDNPP], = [DNP]., — [DNP], 7)

e que a concentracao inicial de DEDNPP é igual a concentracédo de DNP ao fim da

reacao:

[DEDNPP], = [DNP]., (8)

Pode-se obter a lei de velocidade integrada de pseudo-primeira ordem em funcéao do

produto combinando as equacfes 6,7 e 8 :
[DNP] = [DNP]o(1 — e~fobs") )
A lei de velocidade em funcdo da absorbancia (A) da espécie de interesse
pode ser obtida por meio da lei de Beer-Lambert (Equacédo 10), que a relaciona com

a concentracdo (C) da espécie (no caso o DNP) em mol L™, por meio de sua

absortividade molar (¢) e do caminho ético da amostra (I, em cm):
A=c¢lC (10)
Assim, combinando as Equacdes 9 e 10 chega-se em:
Ap = Ap + (A — Ap)(1 — e Fobst) (11)
Em que A;, Ao e A referem-se as absorbancias da espécie no tempo t, inicial

e infinito, respectivamente. Para o célculo de kops, @ equacdo 11 pode ser utilizada

diretamente a partir dos dados experimentais adquiridos espectrofotometricamente.
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As reacdes foram monitoradas por no minimo quatro tempos de meia-vida e
os valores de kqps calculados pelo ajuste iterativo dos perfis de absorbancia vs tempo
(Figura 6B). Para os dados experimentais que nao apresentaram curvas cinéticas
compativeis com perfil de primeira ordem, outras equacfes foram propostas para
cada caso, vide infra. Consideraram-se satisfatorios os ajustes com coeficientes de
correlacdo (r?) superiores a 0,99. Todas as regressées lineares e ndo-lineares foram
realizadas com o programa Origin 8.5 utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt

para encontrar o minimo da soma dos quadrados.
3.3. Espectrometria de massas

Para deteccdo de intermediarios de reacdo utilizou-se a técnica de EM
(LQTMS). As andlises foram realizadas em um espectrémetro de captura de ions
(LQT-XL) equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) disponivel no
Departamento de Quimica na UFPR. Foram realizadas medidas em intervalos de
tempo estratégicos a fim de se confirmar os mecanismos propostos e investigar
possiveis intermediarios. O aparelho foi operado no modo do ion negativo e positivo
e espécies mais importantes foram submetidas a dissociacdo por colisdo induzida
(ESI-MS/MS, CID) com hélio com faixa de energia de colisédo entre 5 e 35 eV. As

analises foram realizadas com a colaborac¢éo do Prof. Alfredo R. M. de Oliveira.
3.4. Ressonéancia Magnética Nuclear

Analises por RMN foram executadas para fins de caracterizacdo quantitativa e
monitoramento das espécies envolvidas nas reacdes. Os experimentos foram
realizados nos espectrometros Bruker Avance Il de 400 e 600 MHz. As amostras
dos derivados de IMZ foram preparadas em solucdo aquosa contendo 0,2 mL de
D,0O com pH fixado pelo proprio nucledfilo. As rea¢des eram iniciadas imediatamente
antes da analise pela adicdo de aliquota de solucdo de DEDNPP (em acetonitrila) ao
tubo contendo o nucledfilo e espectros sucessivos de *H e 3P, a 298 K, foram
adquiridos ao longo do progresso da reacdo. Utilizou-se éacido 3-
(trimetilsilil)propionico-D4 (TMSP) presente no D,O como padréo na aquisicao dos

espectros de 'H e *C enquanto para técnica de RMN de %P os deslocamentos
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quimicos das espécies eram relacionados com H3PO4. A correta atribuicdo dos
sinais presentes nos espectros de RMN de 'H foi confirmada com auxilio de
experimentos bidimensionais de correlacdo direta HSQC (*H-'3C) e a longa distancia
HMBC (*H-'3C e H-*'P). Todas as anélises foram realizadas com a colaboracdo do

Leociley R. A. Menezes e do Prof. Anderson Barison.

3.5. Célculos teodricos

Os estudos tedricos foram realizados no Laboratério Central de
Processamento de Alto Desempenho (LCPAD) da UFPR, nos computadores do
Laboratdrio de Quimica Teo6rica da UTFPR e principalmente no cluster do Prof. Dean
J. Tantillo da Universidade da Califérnia — Davis, nos Estados Unidos durante o
estagio de doutorado sanduiche. Realizaram-se calculos mecéanico-quéanticos
aplicando a DFT, utilizando principalmente os hibridos B3LYP®¥% e M06-2X.”* As
funcdes de base do Pople com adicdo de funcdes de polarizacéo e difusas foram
escolhidas para a maioria dos calculos, sendo a 6-31+G(d,p) mais comumente
utilizada. A escolha dos métodos mais representativos do sistema foi realizada com
base na comparacdo dos resultados tedricos e experimentais, sendo todos o0s
célculos realizados com o pacote mais recente do Gaussian.**®

Para simulacédo da solvatacao foi utilizado o conjunto polarizable continuum

model (PCM)*®" em associacdo ao solvation model density (SMD),%®

no qual o
solvente é considerado de forma implicita e com base na sua permissividade,
gerando uma cavidade molecular em torno do soluto. Esse método é especifico para
reducdo de custo computacional em comparacdo a simulacdo realizada com
moléculas explicitas de solvente. A inclusdo de solvatacdo implicita foi realizada em
todos os calculos.

Para obtencdo de geometrias de partida adequadas aos calculos de
otimizacdo de geometrias, buscas conformacionais sistematicas foram realizadas
por meio de mecanica molecular, utilizando o software Spartan.'® Posteriormente,
calculos quanticos para determinacdo das energias de cada estrutura foram
realizados. Finalmente, para aqueles conférmeros dentro do limite de energia
relativa de até 3 kcal mol™, célculos de otimizacdo de geometria foram executados,

sendo descartadas as estruturas de energia superior, Visto que representam
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percentual insignificante no equilibrio conformacional. A populacdo de cada
conférmero foi determinada por meio da fungdo de particAo considerando a
distribuicdo de Boltzmann relativa a energia livre de Gibbs, obtida a partir do célculo
termoquimico padrdo do Gaussian. Além da energia livre de Gibbs, a partir desse
calculo também é possivel obter as outras propriedades termodindmicas como a
corregdo de energia de ponto zero, entalpia e entropia.

As estruturas dos ET de cada reacdo foram propostas com base nos
parametros termodinamicos e outras evidéncias experimentais. Para a obtencdo das
dos TS, foram realizadas basicamente duas aproximacdes: (i) scans ao longo do
rompimento e formacgdo das ligac6es quimicas envolvidas na reacdo, com posterior
otimizacdo da estrutura obtida de mais alta energia e (ii) o método transit-guided
quasi-Newton (TGQN) com o qual a estrutura do ET € estimada com base nas
estruturas dos produtos e reagentes.''® As estruturas otimizadas dos ET foram
identificadas pela presen¢a de uma unica frequéncia imaginaria obtida pelo célculo
termoquimico a 298 K e latm, enquanto nenhuma foi observada para as estruturas
dos minimos referentes a reagentes, produtos e intermediarios.

A partir das geometrias otimizadas dos ET de primeira ordem, célculos da
coordenada intrinseca da reacdo (IRC) foram realizados para compreensao
detalhada da dependéncia da energia do sistema.'** Para a obtencéo dos perfis,
foram realizados célculos no sentido dos reagentes e dos produtos, mostrando
detalhadamente em cada ponto do progresso da reacéo, desde a aproximacado dos
reagentes, formacdo do ET, até os produtos. As barreiras reacionais foram
calculadas considerando os reagentes infinitamente separados, sendo considerada
para cada espécie a energia ponderada resultante da analise conformacional.

As imagens das estruturas moleculares foram obtidas por meio do software
CYLView.'*?
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A reatividade dos derivados de IMZ frente ao triéster de fosfato DEDNPP foi
investigada por meio de estudos cinéticos, analises por RMN, EM e calculos
tedricos. Vale ressaltar que o DEDNPP é comumente adotado como éster modelo,
por ser um organofosforado relativamente reativo, permitindo que os estudos
cinéticos sejam realizados em tempo habil. Como mencionado, uma das
caracteristicas mais importantes dos ésteres de fosfato € a estabilidade, como
observado para o pesticida paraoxon (dietil-4-nitrofenil fostato), que apresenta tempo
de meia-vida acima de 3x10* anos frente a hidrélise,"** enquanto para DEDNPP
esse valor € de aproximadamente de 50 dias, mesmo apresentando estruturas
similares. Mesmo assim, estudos evidenciam que o mecanismo de reacdo de
clivagem é analogo em ambos os substratos.''® Portanto, nesse trabalho, a
reatividade de diversos derivados de IMZ, incluindo alguns farmacos, foi avaliada
frente ao triéster DEDNPP. Além dos estudos cinéticos em agua, o efeito do
solvente (misturas DMSO/agua) na reatividade do IMZ e do 1MEI também foi
investigado. Ainda, foi foco compreender o efeito dos substituintes metila e hidroxila
na reatividade do IMZ e, por fim, buscou-se idealizar um novo catalisador com
reatividade o6tima utilizando calculos teéricos. Os resultados apresentados e
discutidos a seguir foram divididos em (i) reatividade de farmacos derivados de IMZ,
(ii) reatividade de metilimidazais; (iii) o efeito do solvente na reatividade do IMZ e
1MEI, (iv) reatividade de hidroxiimidazéis e (v) design de novos catalisadores através
de célculos tedricos.

4.1. Reatividade de farmacos derivados de imidazol

Os farmacos ABZ, BNZ e MTZ (Esquema 25) estdo incluidos na relagéo
nacional de medicamentos essenciais (RENAME) e sdo amplamente prescritos
como antiparasitarios.** O ABZ apresenta eficacia no combate a ascaridiase,
enquanto o BNZ é geralmente indicado para tratamento de doenca de Chagas e o
MTZ é utilizado no combate & giardiase.®* O MMZ, por sua vez, é uma importante
droga administrada em casos de hipertireoidismo.?* Cabe reiterar que explorar a

reatividade desses medicamentos frente a ésteres de fosfato pode trazer
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importantes informagdes para pesquisas relacionadas com efeitos de substituintes, a
estudos a respeito de efeitos colaterais e também para o design de novas drogas.

4.1.1. Ensaios para dissolucéo e estudos cinéticos

Levando em consideracdo que os estudos cinéticos com os farmacos foram
propostos em meio aquoso, inicialmente foram otimizadas as condicbes para
dissolucdo dos farmacos. Como esperado, ABZ e BNZ apresentam baixa
solubilidade em agua e, portanto, foram realizados ensaios de dissolucdo em
diferentes meios, como etanol, DMSO, misturas bindrias aquosas com solventes
organicos, adicdo de surfactantes CTAB e SDS, além do uso de outros agentes
macromoleculares como goma arabica e pB-ciclodextrina. Em solucdo aquosa
também foram avaliadas alteracdes da acidez e basicidade do meio. O ABZ
apresentou concentracdo maxima menor que 10 mol L™* em &gua e a utilizacdo de
CTAB como surfactante resultou em um discreto aumento para 2,5x10° mol L™, A
adicdo de SDS, goma arabica e B-ciclodextrina, assim como altera¢cdes de pH do
meio nao indicaram influéncia na dissolu¢cdo do farmaco. Entretanto, o composto
apresentou significativo aumento de solubilidade em etanol absoluto e DMSO, com
concentracdes de 3,3x10° e 1,0x10° mol L*, respectivamente. Nos ensaios
utilizando misturas binarias aquosas de solventes, foi constatada concentracéo
maxima de ABZ de 5x10 mol L™ em 50/50 (v/v) etanol/H,O e 1,0x10° mol L™ em
60/40 (v/v) DMSO/H,0.

De forma similar, houve insignificante influéncia de agentes surfactantes na
solubilidade do BNZ em agua (1,0x10™ mol L™). A utilizacdo de DMSO aumentou
significativamente a solubilidade do BNZ, sendo possivel atingir 1,0x10% mol L™ em
solvente puro e até 1,0x10° com 30/70 (v/v) DMSO/H,O. O farmaco MTZ, por sua
vez, apresentou solubilidade suficiente para o preparo de solu¢cdo aquosa 0,04 mol
L™ e 0,4 mol L* em DMSO. Portanto, devido as concentracdes alcancadas, misturas
DMSO/H,O foram os meios escolhidos para a condugcdo dos estudos cinéticos
envolvendo ABZ e BNZ, enquanto os farmacos MTZ e MMZ foram avaliados com
experimentos realizados em agua.

Para avaliar a reatividade dos farmacos, a banda em 400 nm referente ao

DNP, produto tipico da clivagem do DEDNPP, foi monitorada durante a reagao. Os
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perfis resultantes foram ajustados utilizando as Equagdo 11, e as constantes de
velocidade de segunda ordem referente a cada nucledfilo (ky) foram obtidas a partir
de Kops poOr meio da Equacgéo 4, em seus respectivos meios. Cabe ressaltar que a
contribuicdo da solvolise (ko) em cada ambiente reacional foi previamente
determinada sem a presenca dos farmacos e contabilizada na determinacgéo de ky,
com resultados resumidos na Tabela 4. Assim, foi observado que os farmacos MTZ
e BNZ ndo apresentaram reatividade significativa com o DEDNPP, sendo esse
comportamento associado a presenca do NO,, grupo fortemente retirador de
densidade eletronica, que acarreta na reducdo da nucleofilicidade do anel de IMZ.
Para confirmar essa hipotese, estudos cinéticos da reacdo do 4(5)NZ com DEDNPP
foram realizados e, de fato, o derivado monossubstituido ndo apresentou reatividade
significativa frente ao DEDNPP, sendo contrastante ao alto poder catalitico
apresentado pelo IMZ*® (aproximadamente 110 vezes menor). Portanto, dada a
elevada influéncia desse substituinte, ndo se pode considerar que o0 4(5)NZ seja um
nucleodfilo para processos de desfosforilacdo. Esse resultado estd em consonancia
com a diferenca na basicidade do derivado nitrado em comparacdo ao IMZ, tendo
em vista seus os valores de pKa de -0,05 e 6,95,* respectivamente. O ABZ, por sua
vez, apresentou incrementos cataliticos de quase trés ordens de grandeza com
relacdo a hidrélise ndo alcalina do triester, porém ainda 10 vezes menor comparada

ao IMZ*® nas mesmas condicées experimentais.

Tabela 4. Pardmetros cinéticos dos derivados de IMZ na reagdo com DEDNPP.

Incremento
Nucleéfilo Meio? kn(Mts?h)P

kN/knéoC
MTZ 100% H,0, pH 10,7 1,29x10 d
BNZ 80%/20% DMSO/H,0 1,23x10™ 20
ABZ 30%/70% DMSO/H,0 2,46x107 888
IMZ 100% H0, pH 10,0 1,79 x10° 1,24x10°
MMZ 100% H,0, pH 10,5 5,46x10° 3,79x10°

composicdo em que houve maior reatividade do nucleéfilo. ® Calculada por meio da Equacao 4. © knzo
corresponde a constante de segunda ordem relativa apenas a solvolise, calculada dividindo k, pela

concentracdo de agua). 4 hao apresentou reatividade.
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Ainda de acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, pode-se
observar que, dentre os farmacos avaliados, o MMZ foi o derivado que apresentou a
maior reatividade frente ao DEDNPP, levando a incrementos cataliticos na ordem de
10° vezes comparado & hidrélise espontanea ndo alcalina. Portanto, devido ao
expressivo resultado observado, a reagdao do MMZ com DEDNPP foi investigada em
maiores detalhes.

4.1.2. Reatividade do farmaco metimazol

No Brasil, 0 MMZ é comercializado com o nome Tapazol®, sendo um
medicamento amplamente prescrito para controle da producdo excessiva de
hormonios tireoidianos e estudos direcionados a compreensdo detalhada de sua
reatividade ainda s@o escassos na literatura. Diante desse cenéario e também em
virtude da alta atividade catalitica comparada aos demais farmacos e ao préprio IMZ,
a reacdo do DEDNPP com MMZ foi avaliada em maior profundidade por estudos
cinéticos, EM e calculos tedricos.

O farmaco MMZ, que apresenta pK, 11,64,'*

pertence a uma classe de
compostos nucleofilicos ambifuncionais,**” visto que em sua forma neutra apresenta
equilibrio tautomérico entre as estruturas imina-tiol e amina-tiona, sendo essa ultima

1,15 como mostrado no

a mais estavel, conferindo-a 65% na distribuicdo populaciona
Esquema 27. Assim, o tautomerismo entre os dois grupos funcionais confere ao
MMZ reatividade peculiar, tendo em vista a possibilidade de atuar com ataques

nucleofilicos via nitrogénio ou enxofre.

Esquema 27. Tautomerismo do MMZ.

SH i
HyC-N N = H3C-N""NH

\—/ \—/
imino-tiol (35%) amino-tiona (65%)

Mediante tais constatacdes referentes a sua basicidade e tautomerismo, foi
proposto que a reacdo do MMZ com o DEDNPP pode apresentar caminhos
competitivos, com ataque nucleofilico do (A) nitrogénio ao fosforo, (B) enxofre ao
fésforo e (C) enxofre ao carbono aroméatico do DEDNPP, como mostrado nos

Esquemas 28 e 29, referentes ao MMZ neutro e anidnico, respectivamente. Nas
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reacOes via fosforo, os mecanismos se diferenciam apenas pelo centro nucledfilico,
com os ataques pelo nitrogénio (A) e enxofre (B), levando a formacdo dos
intermediarios MMZnPl e MMZsPI, respectivamente, além da producdo de DNP
nesses dois caminhos (Esquemas 28 e 29). No caso especifico do intermediario

MMZnPI, este deve ser facilmente hidrolisado devido a presenca da fraca ligacédo
116

bY

fosforil-imidazolinio (P-N¥), levando ao produto dietil-fosfato (DEP) e a
regeneracdo do MMZ. Em contrapartida, no mecanismo C, referente a substituicdo
nucleofilica aromatica pelo enxofre, além de ndo haver formagdo de DNP, ocorre
producdo de MMZDNP, que é estavel frente a hidrélise e, portanto, permanece em
solucédo (vide infra). Cabe ressaltar que o IMZ n&ao apresenta reatividade perante o
1-cloro-2,4-dinitro-benzeno,*® ou seja, ndo é esperado um ataque do IMZ ao carbono
do anel aromatico e, portanto, a substituicdo nucleofilica aroméatica pelo nitrogénio
foi descartada no caso da reacdo do MMZ com DEDNPP. Apesar disso, essa
mesma reagdo envolvendo outros centros nucledfilos é conhecida (e.g. com

hidroxilamina)*’

e, por essa razdo, o ataque do enxofre ao carbono aromatico foi
considerada uma rota plausivel.'*® Sera mostrado a seguir que a dimerizacéo do

MMZ também é uma reacdo importante a se considerar.

Esquema 28. Caminhos propostos para reagcdo do MMZ neutro com DEDNPP.
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Esquema 29. Caminhos propostos para reagdo do MMZ aniénico com DEDNPP.
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CNH 1O Ot
MMZDNP DEP

.............................

Conforme mencionado na sessao 3.2, o DNP, produto tipico da clivagem da
ligagdo P-O do DEDNPP, apresenta bandas com absorbancias similares em 360 e
400 nm, como mostrado na Figura 6B. No entanto, no estudo cinético da reacdo
envolvendo o MMZ, foi observada uma banda ndo peculiar com absorbancia maxima
em 340 nm (Figura 7A). Além disso, o perfil cinético referente ao aparecimento da
banda em 340 nm mostrou-se compativel com duas reagBes concomitantes de
primeira ordem, como mostrado na Figura 7B. Essa evidéncia é um indicativo de que
a reacao tenha alguma rota competitiva ao ataque via fosforo, visto que o
comportamento tipico de clivagem P-O do DEDNPP no espectro de UV-Vis (bandas
em 360 e 400 nm) ndo foi predominante. De fato, em pH 10,5 observou-se um
aumento de apenas 0,14 na absorbéncia da banda em 400 nm associada a
formacado do DNP, enquanto a banda em 340 nm apresentou aumento de 0,40
(Figura 7A). Em pH 10,5, caso a reacao do MMZ néo fosse efetiva com DEDNPP, se
esperaria observar a hidrélise alcalina (OH) do DEDNPP, que gera DNP. Porém,
mesmo acompanhando a reacdo por mais tempo (1,5 h) ndo houve aumento
significativo (superior a 0,14 unidade) na banda em 400 nm, indicando que o MMZ é
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responsavel pelo consumo do DEDNPP. Dessa forma, os dados sugerem que a

reacdo do triéster com o farmaco ocorre por um caminho que ndo gera DNP

preferencialmente, i.e., forma outro(s) produto(s) detectado(s) em 340 nm. Os dados

de absorbancia, obtidos pelo monitoramento da banda em 340 nm, foram ajustados

utiizando a Equacdo 12, compativel com ocorréncia duas reacbes de primeira

ordem, sendo o indice 1 referente a espécie formada pela reacdo do MMZ com

DEDNPP, enquanto o 2 foi atribuido ao produto da dimerizacdo do farmaco, como

discutido na sequéncia.

Figura 7. A. Espectros pré e p6s reacdo do MMZ a 0,5 mol L™ com DEDNPP em pH
10,5; B. Perfil obtido da reacédo do MMZ a 0,5 mol L™ com DEDNPP (k;) e formac&o
do dimero MMZ; em 340 nm (k) a 25 °C; C. Espectros sucessivos adquiridos da
solucdo de MMZ a 0,5 mol L™ com formagéo de MMZ, a 25 °C. D. Ajuste dos dados

obtidos a partir dos espectros sucessivos da solucao de MMZ (kp).
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A= Ap+ (A6 —AD(L—e™MH) + (A5 —ADH(A —e7™h)  (12)

Para investigar a origem de k, (Figura 7B) foi realizado o monitoramento
espectrofotométrico apenas da solucdo de MMZ, ou seja, sem a presenca de
DEDNPP, como mostrado na Figura 7C. Curiosamente, foi observado um aumento
da absorbancia em 340 nm (Figura 7C), compativel com uma possivel reacdo de
dimerizacdo do MMZ, por meio da formac&o de ligacdo S-S.**° Apés ajuste da curva
obtida com esses dados (Figura 7D), foi determinado que a constante de velocidade
para a sugerida reacdo de dimerizacdo do MMZ, kp, €, de fato, muito similar a ko,
obtida pelo ajuste dos dados da reacdo do farmaco com DEDNPP, sendo
respectivamente 1,89x10™ s e 1,64x10™ s™*. Diante dessas evidéncias, foi proposto
gue na reacdo do DEDNPP com MMZ, o perfil das duas reacdes de primeira ordem
da banda em 340 nm (Figuras 7A e 7B) é referente: (k;) ataque do enxofre ao
carbono aromatico, levando a formacéo do intermediario MMZDNP (Esquemas 28 e
29, caminho C, com ataque do enxofre ou nitrogénio ao fésforo ocorrendo em menor
grau, devido a pequena formacdo do produto DNP observada em 400 nm) e (k)
espécie formada pela dimerizacdo do MMZ (Esquema 28, caminho D). Apds o fim da
etapa de reacdo referente a ki, foi adicionado hidréxido de sodio concentrado ao
meio reacional, porém n&o foi observado aumento na regido de 400 nm, mesmo
apos 3 h de monitoramento. Essa evidéncia indica que ndo houve decomposicdo do
MMZDNP com liberagdo de DNP, sugerindo alta estabilidade frente a hidrdlise
alcalina e, portanto, correspondendo ao produto da reacdo. Cabe ressaltar, ainda,
gue a constante de velocidade da primeira etapa (ki) apresenta valores quase duas
ordens de grandeza maiores do que aquela da segunda etapa (k;), indicando que a
dimerizacéo (kp) € muito mais lenta que as rea¢des envolvendo o DEDNPP, também
confirmado em outros valores de pH avaliados (ver apéndice). Foi observado que
esse processo de dimerizacdo causou alteragdes discretas na velocidade de reacao
com DEDNPP (ki), quando a solucdo de MMZ era estocada por mais de uma
semana. Portanto, todas as solu¢des foram preparadas imediatamente antes de
iniciar as reacoes.

Posteriormente, uma avaliagdo mais detalhada acerca da influéncia do pH do
meio na reagdo do MMZ com DEDNPP foi avaliada e os dados experimentais estdo

apresentados na Figura 8. As constantes de velocidade para a composi¢céo do perfil
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de pH foram determinadas em fungcdo apenas da reagdo entre o farmaco e o
DEDNPP (ki), obtidas por ajustes com equacdo cinética de primeira ordem
(Equacdo 11, com ki=kops). E importante salientar que em toda faixa de pH avaliada,
foi observado menor aumento da banda em 400 nm que o esperado, em
comparacao a reacao ocorrendo unicamente via liberacdo de DNP. Isso sugere que
a formacdo de DNP tenha rota competitiva de atagque ao carbono aromatico
independentemente do pH do meio. Assim, devido ao aumento mais pronunciado, 0
perfil de pH foi determinado em funcdo da banda em 340 nm. Pode-se observar na
Figura 8, que a constante de velocidade aumenta com o pH até aproximadamente
11,5, comportamento tipico devido & formagcéo da espécie anidnica do MMZ (MMZ™;
pKa(MMZ)=11,6),"** sendo essa mais reativa que o MMZ neutro. Essa evidéncia é
compativel com as reacbes mostradas nos Esquemas 28 e 29, em que o MMZ
neutro e aniénico atuam em mecanismos similares, porém com a espécie carregada
detendo maior poder nucleofilico. O ajuste dos dados experimentais foi realizado por
meio da Equacéo 4, considerando as contribuicdes da hidrélise alcalina (kon) do
substrato em cada pH, da hidrélise espontanea do éster de fosfato (ko) e da

reatividade do nucledfilo (ky).

Figura 8. Perfil cinético em funcdo do pH referente a reacdo do DEDNPP com MMZ
(0,5 mol L) e hidrélise espontanea do DEDNPP,” ambos obtidos a 25 °C. As linhas

sélidas correspondem aos ajustes pela Equacéao 4.
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Assim, os parametros cinéticos da reagdo foram determinados e os resultados
estdo apresentados na Tabela 5. Quando comparada a hidrélise espontanea, a
clivagem do DEDNPP mediada por MMZ apresentou surpreendente incremento
catalitico na ordem de 10° vezes, sendo 45 vezes mais reativo que o préprio IMZ,
com atividade nucleofilica atribuida principalmente a forma anidnica do farmaco.
Ainda, cabe mencionar que um perfil linear de kops €m funcéo da concentracao do
MMZ foi observado na reacdo com o DEDNPP, sendo consistente com reacao
bimolecular e indicando que o mecanismo ndo muda na faixa de concentracao

avaliada (ver apéndice).

Tabela 5. Parametros cinéticos e termodindmicos da reagdo do MMZ? com
DEDNPP."

Parametro Valor Parametro Valor
ko, ' st 8,0(+0,5)x10° AH?* kcal mol™ 10,3+0,2
kom, " Mt s™ 0,25+0,02 AS* calK'mol*  -30,9+1,33
kn, M1s™ 0,78+0,0086 AG*, kcal mol™ 19,5

20,5mol L™. ° pH 10,5 e 298 K.

Para a determinacdo dos parametros termodinamicos, as reacdes foram
realizadas em cinco diferentes temperaturas. Com a obtenc¢éo do coeficiente angular
da regressao linear do plot de Eyring (Equacdo 13) calculou-se a variagdo de
entalpia de ativacdo (AH*) e, posteriormente, a energia livie (AG*) e a entropia de
ativacdo (ASY) a partir das Equacées 14 e 15, respectivamente. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 5 (grafico no apéndice). De fato, os valores altamente
negativos de entropia de ativacdo sdo um indicativo de que a reacdo ocorre via
mecanismo nucleofilico’® e estdo de acordo com a proposta mecanistica

apresentada nos Esquemas 28 e 29.

in(*22) = [m () + 5] - (5) (13)
AG* = —In (%) RT (14)
AG* = AH* — TAS* (15)

Sendo k, a constante de Boltzmann (1,381x10%*m?kg s?K™), h a constante de

Planck (6,626x10>* m? kg s™) e R a constante dos gases (8,314 J K* mol™)
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Os resultados obtidos até entdo indicam que a reacdo entre o MMZ e o
DEDNPP é peculiar, com mecanismo preferencial do ataque do enxofre do MMZ ao
carbono aromatico do triéster, levando a um intermediario estavel. No entanto, a
contribuicdo do ataque nucleofilico ao fésforo, pelo enxofre ou nitrogénio do MMZ,
deve ser considerada, visto que também foi observada formacao significativa do
produto DNP, que provem unicamente dessa etapa. Assim, devido aos multiplos
caminhos reacionais possiveis, calculos tedricos e analises por EM foram propostos

para elucidar essa da alta reatividade do farmaco em maior nivel de detalhamento.

4.1.2.1. Elucidacdo mecanistica por espectrometria de massas

Procurando fundamentar as hipoteses levantadas pelo estudo cinético e
avaliar o carater ambinucleofilico do MMZ, a reacdo do medicamento com DEDNPP
foi submetida a analises de EM nos modos positivo e negativo. No espectro
adquirido da reacdo no modo positivo (Figura 9), foram observados sinais com m/z
115 e 153 Da, sendo referentes ao MMZ protonado e ao produto final DEP,
respectivamente. Outro importante sinal com m/z 251 Da foi detectado, sendo
condizente com a estrutura de ambos os intermediarios formados pelos ataques via
fésforo (MMZnPl ou MMZsPI). Como mostrado na Figura 10, apds submissédo de ion
(m/z 251 Da) a ESI-MS/MS, foi obtido fragmento detectado a 137 Da, reafirmando
gue o sinal é pertencente a um desses intermediarios, visto que € condizente com a
estrutura do POsEt,". No entanto, por essa técnica nao foi possivel distinguir qual
dos dois é o intermediario detectado. O produto MMZDNP, resultante do ataque do
enxofre do MMZ ao carbono aromatico do DEDNPP, também foi detectado no
espectro adquirido da reacao (Figura 9), com um sinal de baixa intensidade de m/z
281. No entanto, esse ion foi submetido ao ESI-MS/MS com abundéancia suficiente e
apresentou fragmentos i6nicos que sugerem clivagens condizentes a perda dos
grupos NO;, (m/z 235 e 189 Da, Figura 11). Isso confirma o caminho reacional pelo
ataque nucleofilico do enxofre do MMZ ao carbono aromatico levando ao produto de
substituicdo nucleofilica aromatica, MMZDNP. Vale ressaltar que seu sinal de menor
intensidade em relagdo ao demais (e.g. m/z=281), nao indica diretamente que ele
estd em menor concentracdo, pois também esta relacionado a facilidade de
ionizacdo das espécies. Ainda na Figura 9, ndo foi possivel atribuir as estruturas

relativas aos sinais com m/z 265 e 267 Da. Ja no espectro da reacdo adquirido no
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modo negativo, foi observado sinal com m/z 183 Da, indicando a formacédo do

produto DNP (ver apéndice), sendo este ion resultante da reacdo do MMZ com

DEDNPP ocorrendo via fosforo.

Figura 9. Espectro de massas no modo positivo adquirido da reacdo do MMZ (0,5
mol L) e DEDNPP em pH 10,5 a 25 °C.

Abundancia Relativa

85

65

HaCo AN
\—/

8308 9900

115,00

SH
NH

MMZ

Lhnse

Abundancia relativa

w e
=]

T T
100 120

153,00 MG 8 SH
Pd 53447 - r1 (:“ 5 + 1]
N | OEt PsY~N>N-Pp_
_ OEt
“NH Ot g, OET
MMZsPI MMZnPI
O,N
HsC 32 t
CH; N~ NG,
@Jrs\s/fal;\; S AH
NH N, " MMZDNP
MMZ, 252
26508
251,08
227,08 ’
u,m 281,08
137.00 190.92
| 13900 J 16700 17500 jmm 20500 221°°L JL&M M‘ .

aaar et
140

160

revepbeey
IEO 280

m/z

200

Figura 10. ESI-MS/MS(+) do céation de m/z 281 Da (MMZDNP)

137,00 o

e & 8
i B B

ki b ebdibaadbeiadaiiaboiaibobiibiboedishabiboilioaidipailiaiidaibabibaidoaiibioesl i)

-~
=T

- -
= o

=

R EEEE R
» 2 B B8 5 & &

T
dkbiabils

ECYN |
19!.- 140

<P
Et0” OEt

160

180

MMZnPI MMZsPI
H,C 0 SH
\ 1| J_L
- HaC I
: \ 251,08~ o=

4124 58 ‘ 13075 15492 166892 17800 "9083 5010 21500 22300 23308 24267 M Sz 26883 FRI0E AT
—— e, —,—_———_——

200 220 240 260 280 300



80

Figura 11. ESI-MS/MS(+) do cation de m/z 251 (MMZnPI ou MMZsPI) adquiridos da
reacdo do MMZ (0,5 mol L") e DEDNPP em pH 10,5 a 25 °C.
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A formacédo do dimero de MMZ (Esquema 28) também foi confirmada na
presenca e na auséncia de DEDNPP, pelo sinal detectado com m/z 227 Da no
espectro da reacdo (Figura 9). Ainda, como observado na Figura 12, submetendo
esse ion a ESI-MS/MS foi obtido sinal em 114 Da, resultante da perda do fragmento
MMZ, ratificando a reacdo de dimerizacao.

Assim, os multiplos caminhos reacionais resultantes da competicdo entre os
ataques do MMZ ao fésforo e ao carbono aromético foram confirmados,
corroborando o estudo cinético por UV-Vis. Entretanto, devido a impossibilidade de
diferenciar as espécies MMZnPl e MMZsPI por espectrometria de massas, calculos
tedricos foram realizados para averiguar as barreiras reacionais mais favoraveis na
reacdo entre o MMZ e o fosfotriéster. Apesar disso, as evidéncias experimentais
reiteram o carater ambinucleofilico do farmaco MMZ, visto que foram observados
sinais compativeis com todos 0os caminhos reacionais propostos nos Esquemas 28 e
29.
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Figura 12. ESI-MS/MS(+) do cation com m/z 227 Da (MMZ,) adquirido da reacao do
de dimerizacdo do MMZ a 0,5 mol L em pH 10,5 a 25 °C.
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4.1.2.2. Elucidacdo mecanistica por calculos teéricos

Visando complementar os resultados obtidos experimentalmente, calculos
tedricos utilizando o método B3LYP/6-31+g(d,p) considerando a presenca de agua
como solvente implicito (smd) foram propostos para obtencdo das barreiras
energéticas em cada rota e, consequentemente, determinar 0 mecanismo mais
favorecido na reacédo envolvendo o DEDNPP com MMZ. Como mostrado no estudo
cinético, em pHs proximos ao pK, do farmaco houve potencializacdo da atividade
nucleofilica do MMZ, devido ao aumento da concentragdo da espécie anidnica mais
reativa. Por isso, foram realizados calculos referentes as reacdes apresentadas nos
Esquemas 28 e 29, considerando o farmaco na forma neutra, que apresenta
tautbmeros de estruturas diferentes, e anidnica. Era esperada uma maior
nucleofilicidade para a espécie anidnica, em contraste a neutra, resultante da maior
densidade eletrbnica distribuida principalmente nos atomos de nitrogénio e enxofre.
Com base nos mecanismos propostos no Esquema 28 e 29 e nos resultados obtidos
na determinacdo dos parametros termodindmicos (Tabela 5), mecanismos
nucleofilicos foram inicialmente propostos para todas as reacdes. Assim, nos casos
em que o fésforo atua como eletréfilo (caminhos A e B, Esquemas 28 e 29), as

estruturas dos ET foram propostas com base no mecanismo de substituicdo
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nucleofilica via fésforo Sy2(P), levando a formacdo dos intermediarios MMZnPI ou
MMZsPI, como ilustrado no Esquema 30. Ja para o ataque do enxofre ao carbono
aromatico, o0 mecanismo classico de substituicdo nucleofilica aromatica (SyAr) em
duas etapas foi proposto, com formacdo do complexo de Meisenheimer (CM) e
subsequente formacdo do MMZDNP (caminho C, Esquemas 28 e 29). Nesse caso
em especifico, 0 mecanismo envolve a formacdo de dois ET, sendo: (i) ET.(SC)
referente ao ataque do enxofre ao carbono aromatico, levando ao intermediario CM,
e (ii)) ET1(CO) referente a eliminacdo do diéster e a recuperacdo da aromaticidade

(Esquema 30).

Esquema 30. Mecanismos propostos para a reagao do MMZ neutro com DEDNPP
via SN2(P) e SNAr.
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Os resultados de célculo mostraram-se de acordo com essas propostas, e as
estruturas otimizadas de todos os ET foram obtidas e apresentadas na Figura 13.
Estruturas similares foram obtidas para os ET envolvendo a forma aniénica do MMZ,
porém, sem a presenca do hidrogénio responsavel pelo tautomerismo no MMZ
neutro. Cabe ressaltar que apenas uma frequéncia imaginaria foi obtida para os ETSs,
enquanto nenhuma foi observada para o CM e outros intermediarios. Apesar dos
resultados de célculo sugerirem a formacgédo do CM, este deve ser bastante instavel,

visto que néo foi detectado nas andlises por EM realizadas anteriormente.

Figura 13. Estruturas dos ET e intermediario CM da reacdo do MMZ neutro com
DEDNPP obtidos com método B3LYP/6-31+g(d,p), referentes aos ataques do
nitrogénio ao fésforo (NP), enxofre ao fésforo (SP), e enxofre ao carbono
aromatico (SC, C~0). Atomo-cor: fésforo-laranja, enxofre-amarelo, oxigénio-

vermelho, nitrogénio-azul, carbono-cinza, hidrogénio-branco.
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Assim, as energias de Gibbs de ativacdo foram determinadas para cada
mecanismo e estdo ilustradas na Figura 14. Os resultados de calculos sugerem que,
em sua forma neutra, o MMZ apresenta o nitrogénio do tautbmero imina-tiol como
principal centro nucleofilico. O mecanismo relativo ao ataque do nitrogénio do IMZ
ao fésforo apresentou a menor barreira reacional, sendo aproximadamente 10 kcal
mol™ mais favoravel que as reacdes em que o enxofre atua como nucledfilo (rotas B
e C, Esquema 28). Dentre os caminhos minoritarios, péde-se observar que os
ataques da tionila apresentaram similares barreiras de ativagcdo, ao comparar o
mecanismo Sy2(P) com ambas as etapas do caminho SyAr, indicando competicao
entre as rotas B e C, com formagdo concomitante das espécies MMZDNP e MMZsPI
(Esquema 28). Assim, em ambiente aquoso mais proximo da neutralidade, ou seja,
em que ndo ha presenca significativa de MMZ anibnico, resultados de calculo
sugeriram a formacdo majoritaria do intermediario MMZnPI, ou seja com ataque do

nitrogénio do ao fésforo (Figura 14A).

Figura 14. Barreiras reacionais da reacdo do DEDNPP com (A) MMZ neutro e (B)
MMZ aniénico (B3LYP/6-31+g(d,p)) via ataque do nitrogénio ao fésforo (N-P),

enxofre ao foésforo (S-P) e enxofre ao carbono aromatico (S-C(Ar) com ET; e ETy).
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Considerando o MMZ anibnico, os célculos mostraram uma inversdo das
barreiras reacionais em contraste ao MMZ na forma neutra (Figura 14), indicando o
SNAr como 0 mecanismo mais favorecido na reacdo com o triéster, acarretando na
formacdo majoritaria do produto da substituicdo nucleofilica aromatica (MMZDNP).
Quando desprotonado, os dois centros nucleofilicos (N e S) do farmaco
apresentaram reatividade similares na rota via Sy2(P), como mostrado na Figura
14B, devido as barreiras reacionais equivalentes. No entanto, a formacdo dos
intermediarios resultantes dos ataques anibnicos ao fésforo deve ser minoritaria,
visto que apresentam barreiras cerca de 5 kcal mol™ mais altas em comparacéo ao
ataque do enxofre ao carbono aromatico.

A partir dos estudos cinéticos, realizados em pH 10,5, foi sugerido que a
formacdo de DNP teria reacdes competitivas e, mediante analises por EM, foi
possivel detectar intermedidrios compativeis com 0S mecanismos propostos.
Entretanto, diante do desafio de atribuir plenamente os caminhos preferenciais pelas
técnicas experimentais, a aplicacdo de metodologias tedricas foram fundamentais
para compreensdo da reacdo do farmaco com DEDNPP. A partir dos resultados de
calculos, é possivel reafirmar a existéncia de reacdes paralelas em pH 10,5, como
sugerido nos estudos cinéticos por UV-Vis, sendo representadas pelos ataques ao
fésforo pelo MMZ neutro e principalmente ao carbono aromético pelo enxofre do
MMZ anibnico, por ter apresentado a menor barreira de ativacdo. Isso porque nesse
pH, a forma anidnica deve estar presente em equilibrio com uma populacédo de
aproximadamente 7,2% (pK,"™“=11,64), que é significativo para competir com as
outras possiveis reacdes. Além disso, por ser mais reativo, o consumo de MMZ
aniénico leva ao deslocamento de equilibrio no sentido de sua formacgédo, mantendo

sua concentracdo ao longo das reacdes com o DEDNPP.
4.1.3. Conclusbes Parciais

Em sintese, os estudos cinéticos indicaram que os farmacos BNZ e MTZ nao
apresentam atividade nucleofilica, principalmente devido a presencga de grupo NO;
no anel de IMZ, fortemente retirador de densidade eletronica. No caso do ABZ, foi
observada reatividade significativa, porém 10 vezes menor que o IMZ néao

substituido, o que ndo elimina a possibilidade de rea¢fes paralelas acarretadas pelo
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farmaco no organismo. Perante o elevado incremento catalitico conferido pelo MMZ
na clivagem do DEDNPP, comparada a hidrolise do triéster, os mecanismos de
reacdo e os fatores envolvidos na reatividade do farmaco foram investigados por
estudos cinéticos detalhados associados a analises por MS e calculos teoricos.
Nesse contexto, considerando a faixa de pH avaliada, 0 MMZ apresentou reatividade
45 vezes superior que o proprio IMZ,'® exaltando a alta reatividade da sua forma
anibnica. De acordo com os resultados, sugere-se que a formacdo de DNP
decorrente da degradacdo do DEDNPP apresenta mecanismo competitivo,
principalmente se a espécie anidnica do MMZ estiver presente no meio, mesmo que
em pequena quantidade. Por conseguinte, os dados obtidos nessa parte do trabalho,
indicam o carater ambinucleofilico para o MMZ, sugerindo que pH do meio modula o
mecanismo principal da reacédo, sendo ora a formacdo do intermediario MMZnPI
pela atuagdo do MMZ neutro, ora o produto MMZDNP resultante da reacao
envolvendo o MMZ ani6nico, como ilustrado na Figura 15. Essas conclusdes foram
alcancadas mediante analise conjunta das metodologias tedrica e experimentais,
permitindo obter uma visdo de maior plenitude do sistema, levando a uma melhor

compreensao dos resultados.

Figura 15. Rotas preferenciais da reacdo com DEDNPP com MMZ neutro e

aniénico. O mecanismo € modulado pelo pH do meio.
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4.2. Efeito do substituinte na reatividade do imidazol: metilimidazbis

Devido as peculiaridades observadas no estudo da reacdo do DEDNPP com
MMZ, questionamentos acerca do efeito do grupo metila - e de sua posi¢céo - na
reatividade do farmaco foram levantados. Assim, estudos teoricos e experimentais
foram combinados visando a compreensao detalhada da influéncia de substituintes
especificos nos mecanismos e na reatividade de derivados de IMZ. Metilimidazois
monossubstituidos (XMEI) apresentam estruturas de menor complexidade quando
comparados aos farmacos ABZ, BNZ, MTZ e MMZ. Apesar disso, sua reatividade
ainda ndo foi concisamente correlacionada com o posicionamento da metila em
diversas reacdes, tais como desfosforilacdo e desacilacdo, e diversos estudos vem
sendo publicados, mas sem explicar efetivamente como esse grupo afeta a
reatividade do IMZ.192°122127 Nesse contexto, cabe mencionar que esperar-se-ia que
0 substituinte metila acarretasse em aumento na nucleofilicidade do IMZ (quando
nao houver efeito estérico), o que ndo se observa de forma direta ao estudar
metilimidazéis. No Esquema 31 estdo mostradas as estruturas de todos os xMEI:
1MEI, 4(5)MEI e 2MEI.

Esquema 31. Estruturas e equilibrio tautomérico dos xXMEI

--------------------------------------------------------------

IMZ 1MEI |
L1 3 31 i 1 3 i
. HNN: —- ‘N”°NH || HaCoy e :
L=/ \=/ — |
L /'( ______________________________ !
; 2MEI x 4(5)MEI i
: CH CH ¥ .3/\1 A :
IO 3 7% 1 ‘N”°NH HN"SN- |
 HNSN: = N“°NH 0 =/ T )=/
| 'L 4MEI 5MEI |

_____________________________________________________________

Como pode ser observado, o equilibrio tautomérico caracteristico do IMZ,
também esta presente nas estruturas dos XMEI, exceto no 1MEI, que apresenta o
substituinte ligado diretamente a um dos atomos de nitrogénio, impossibilitando a
transferéncia do préton. Cabe ressaltar que enquanto o efeito tautomérico no IMZ e
2MEI resulta num equilibrio envolvendo duas espécies de mesma estrutura, no

4(5)MEl, h&d a formacdo de duas espécies distintas, 4MEl e 5MEI, e,
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consequentemente, devem apresentar reatividades diferentes. Por essa razdo, o
equilibrio tautomérico deve ser levado em consideracdo no estudo de sua

reatividade.
4.2.1. Estudos cinéticos

Inicialmente foram realizados estudos cinéticos por espectrofotometria no UV-
Vis com cada um dos XMEI, sendo constatado que todos apresentaram elevada
atividade catalitica na reacédo de desfosforilacdo com DEDNPP, como mostrado no
perfil cinético em funcdo do pH apresentado na Figura 16. A tipica dependéncia de
Kobs COM pH, na qual ha maior aumento na velocidade das reagdes na faixa proxima
do pKay do nucledfilo, foi observada, evidenciando a alta reatividade apresentada
pelas espécies neutras (platd ~ pKay), em contraste as suas respectivas formas
cationicas. Os ajustes dos resultados experimentais, representados pelas linhas
sélidas (Figura 16), foram realizados por meio da Equacdo 4 que inclui a
contribuicdo da espécie neutra do xMEI, além daquelas referentes a hidrolise
espontanea (ko) e alcalina (kon) como mostrado no Esquema 32. Os parametros

cinéticos obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Figura 16. Perfis de pH obtidos das reacées dos xMEI (0,5 mol L) com DEDNPP, a
25 °C. A hidrélise espontanea do triéster (eixo da direita) e o perfil do IMZ estao

mostrados para comparacdo.’ As linhas sélidas representam os ajustes com a Eq. 4.

1,5x107 2.0x10™

2| A(5)ME]
1,2x101 ©) 11.6x10™
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'\({)}w 3. 1ME| '1,2)(10
8 6,0x10™ .
- 18,0x10

3,0x10™ 2MEI
' 14.0x10°

0’0'_ Hidrolise
- 100
5 6 7 8 9 10
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Esquema 32. Reagbes do DEDNPP com os XxMEI considerando todas as possiveis

contribuicdes em Kops.

o NO,
Produtos EtO", ~0O ———— = Produtos
e XMET Etd NO; ko+kon[OH]
' HNN- _H'_ HNNH DEDNPP
R NV & & :

.................................

Tabela 6. Parametros cinéticos e termodinamicos das reactes do XMEI e IMZ com
DEDNPP.

A(5)MEI IMZ 1MEI 2ME]|
ko,t° st 8,0(+0,5)x10°
ko, 2° M*s™ 0,25+0,02

kn, 10°M1s™ 27,7:0,29 17,7:+0,21'® 12,8:0,09  4,4:0,08

pKan? 7,69 6,95 7,21 7,85
AH*2 kcal mol™ 7,4+0,21 7,7+0,7 9,6(x1,0) 9,0(x0,3)
AS* cal K'mol?  -42,7¢+14  -42,6:0,2 -37,0:¢6,7 -41,2+2,0

AG*? kcal mol™ 20,1 20,4 20,6 21,2

# Calculado em pH 8,5 a 25°C.

Os resultados mostraram acentuados incrementos cataliticos de 1,9x10°,
8,9x10* e 3,0x10* para 4(5)MEI, 1MEI e 2MEI, respectivamente, na reacdo com
DEDNPP, em comparagdo com sua hidrélise espontanea. De forma geral, maiores
valores de pKa séo indicativos de maior nucleofilicidade,*?® porém, curiosamente, a
ordem de reatividade dos xMEI ndo esta diretamente relacionada com a sua
basicidade, como mostrado na Tabela 6. Nesse sentido, apesar do maior valor de
pKan, 0S estudos cinéticos mostraram que o 2MEI apresenta a menor reatividade em
relacdo aos demais derivados, enquanto que o catalisador mais eficaz para a
clivagem de DEDNPP foi o 4(5)MEI. Esse derivado, por sua vez, apresentou ky 1,6,
2,2 e 6,3 vezes maior do que IMZ, 1MEI e 2MEI, respectivamente. Portanto,
mediante tais resultados, estudos mais aprofundados foram necessarios para
esclarecer as diferencas observadas na reatividade de cada derivado.

Os parametros termodinamicos foram determinados por meio de gréficos de

Eyring (ver Apéndice), sendo também apresentados na Tabela 6. Com base nos



90

valores altamente negativos de entropias de ativacao, todas as reacdes envolvendo
XMEI apresentaram-se compativeis com mecanismo nucleofilico bimolecular,
anélogo ao observado com IMZ.'® Qutra evidéncia para a proposicdo mecanistica
foram os valores experimentais de energia livre de ativacdo, que se mostraram
proximos daqueles relatados em estudos anteriores envolvendo reagfes similares.
Assim, prop0s-se o caminho reacional apresentado no Esquema 33, em que 0 par
de elétrons livre do nitrogénio dos xXxMEI ataca o atomo de fésforo do DEDNPP,
deslocando DNP, por meio de mecanismo concertado, levando a formacéo de
intermediéario fosforilado. Como ja mencionado, devido a presenca de fraca ligacao
P-N, esse intermediario, por sua vez, é facilmente hidrolisado, regenerando o
catalisador e levando ao produto DEP. Cabe ressaltar que esse mecanismo

envolvendo o IMZ j& foi detalhadamente elucidado.®

Esgquema 33. Mecanismo proposto para a rea¢cdo dos xXMEI com DEDNPP.

: ﬁ ' j:\H:; 0 '
'H3C\+4\ || '
- N7 N—Pu, NP
; =/ \ Ot N\_—_/N F( OEt o
(o) NO, 1) ; OEt ; OEt ¢ OoN
g HNON : 1-MIPI ; 2-MIPI :
EtO™;"~0 LI e S o T R
EtO (5) : ; T E
NO, CHj : Na\N_'Fl\ wOEt | NAN_RW’ OFt | NO,
DEDNPP  /Ghi (1) iMEI . | %, OFt imc ~ OBt i  ONF
| CH; (2): 2MEI & 3 ; :
| CHy (4): 4MEI | ... AMIPL S-MIPl

Como mencionado, todas as reac¢des foram monitoradas por UV-Vis, tendo
como evidéncia a formacdo de DNP (Esquema 33). Nesse contexto, apenas pelo
estudo das bandas obtidas, ndo é possivel distinguir, por exemplo, a reatividade de
tautbmeros assimétricos, como no caso do 4(5)MEI, que levam a intermediarios
distintos. Além disso, € de interesse investigar a formacdo e quebra dos
fosforilimidazois que, por apresentarem a fraca ligacdo P-N, sdo susceptiveis a
hidrolise,*® sendo esse processo diretamente ligado & regeneracdo do catalisador.
Assim, visando avaliar as reacdes em maiores detalhes, as reagfes dos xMEI foram

submetidas a analises por RMN e calculos tedricos, como apresentado a seguir.
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4.2.2. Elucidagdo mecanistica por ressonancia magneética nuclear

Para melhor compreensdo dos mecanismos da reacdo dos XMEI com
DEDNPP, foram realizadas analises por espectroscopia de RMN. O estudo
detalhado dos espectros em 1D e mapas de correlagcdo em 2D levou a atribuicdo
dos deslocamentos quimicos de 'H, '3C, e 3P (Tabela 7) e, portanto, a
caracterizacdo das espécies envolvidas, com resultados consistentes com o
mecanismo proposto no Esquema 33. Além disso, 0s resultados estdo em
concordancia com dados publicados em trabalho anterior, referentes a reacdo do

IMZ com DEDNPP, em que foi observada a formacéo do intermediario fosforilado.

Tabela 7. Dados referentes as espécies detectadas nas reacbes dos XMEI com
DEDNPP em pH 8,5% a 25 °C, por RMN (600 MHz, H,0/D,0).°

Espécie ou op

1IMEl 7,09 (s,1H, Ar), 7,18 (s, 1H, Ar), 3,79 (s, 3H, CHs)
2MElI 7,09 (s, 2H, Ar), 2,45 (s, 3H, CH3)
4(5)MEI 7,80 (s, 1H, Ar), 6,87 (s, 1H, Ar) e 2,23 (s, 3H, CH5)
8,99 (dd, 1H, Ar), 8,63 (dd, 1H, Ar), 7,80 (dd, 1H, Ar), 4,38

DEDNPP i, 4H, CH,), 1,39 (td, 6H, CH) 75

ey 7:32(d 1H, A, 7,02 (d, 1H, A), 427 (dg, 4H, CHy), 253 (s, _,
3H, CH3), 1,35 (td, 6H, CHa) ,

aniip 783 (A, 6,88 (AD), 4,25 (dg, 4H, CHy), 233 (d, 3H, CHy),
1,33 (td, 6H, CHs) ,

svipl 91 (S 1H, An), 7,05 (q, 1H, Ar), 4,22 (dg, 4H, CH2), 220 (d. g ¢

3H, CHs), 1,32 (td, 6H, CH3)
DNP 8,85 (dd, 1H, Ar), 8,09 (dd, 1H, Ar), 6,74 (dd, 1H, Ar)
DEP 3,92 (dg, 4H, CH,), 1,25 (td, 6H, CHs) 0,8

2 46% acetonitrila e 10% D,O. ° Tabela completa no Apéndice.

O RMN de *!P obtido da solucdo de DEDNPP antes da reacdo com 0s
derivados XMEI apresentou sinais em -7,5 e 0,7 ppm, sendo o primeiro atribuido ao
DEDNPP por meio de experimentos de correlacdo de 'H-*C e 'H-3'P de uma
ligacdo e de longa distancia. Os hidrogénios aromaticos do triester em 8,98 (1H),
8,64 (1H) e 7,81 (1H) ppm, bem como aqueles dos grupos etoxila 4,39 (4H) e 1,39
(6H) ppm mostraram correlacdo *H-*'P de longa distancia correlacdo com o fésforo
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em -7,5 ppm (Tabela 7). O sinal em 0,7 ppm foi associado ao produto DEP,
resultante da hidrélise espontédnea do triéster, ja que este apresentou correlacao de
'H-3'p de longa distancia apenas com os hidrogénios dos grupos etoxi observados
no espectro de RMN de *H a 3,93 (4H) e 1,26 (6H) ppm (ver Apéndice).

Avaliou-se, entdo, a reacdo do DEDNPP com 1MEI por meio dos espectros
sucessivos de *'P {*H} (Figura 17). Durante o progresso da reacao, foi observada a
diminuicao do sinal do DEDNPP em -7,5 ppm até 480 min, com simultdneo aumento
do sinal DEP em 0,7 ppm. De fato, nenhum outro sinal foi observado nos espectros
de RMN de *P {*H} e 'H, indicando uma alta instabilidade do intermediario
fosforilado derivado do 1MEI (1-MIPI) frente a hidrélise. Como sera discutido na
sequéncia, esse comportamento era esperado, visto que a metila ligada ao
nitrogénio elimina a possibilidade de perda do proton, em contraste aos outros XMEI.
Ainda, com o progresso da reacgdo, foi possivel confirmar o produto DNP (Esquema
33, Tabela 7) nos espectros de *H (ver Apéndice), além dos sinais do 1MEI que n&o

apresentaram qualquer correlacéo de *H-*'P de longa distancia.

Figura 17. Espectros sucessivos de RMN de *P{*H} obtidos da reac&o do 1MEI
(0,04 mol L") com DEDNPP (7,5 x 10° mol L") em pH 8,5 a 25 °C.
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Para reacdo do DEDNPP com o derivado 2MEI, os espectros de RMN de
31p{*H}, obtidos apresentaram os tipicos sinais do DEDNPP e DEP e o aparecimento
de um sinal adicional em -4,9 ppm (Figura 18). Além disso, outros sinais
caracteristicos de grupos etoxila (4,27 e 1,35 ppm) foram observados no espectro de
RMN de 'H (distintos do DEDNPP e DEP), que mostraram correlacdo 'H-*'P de
longa distancia com a mesma espécie de fésforo a -4,9 ppm. Assim, atribuiu-se
esses sinais ao intermediario fosforilado 2-MIPI (Esquema 33). Os espectros de
RMN de *H apresentaram os sinais referentes ao 2ME| e DNP (Tabela 7). No caso
da reacdo com 2MEI (Figura 18), os espectros sucessivos de RMN de *'P{‘H}
mostram um comportamento similar aquele observado no caso do 1MEI, com
diminuicdo do sinal do DEDNPP em -7,5 ppm e simultdneo aumento do sinal do
DEP em 0,8 ppm. Ainda, o intermediario fosforilado 2MIPI (-4,9 ppm) aumentou
durante os 50 s iniciais de reacdo, diminuindo posteriormente pela ocorréncia de

reacdo de hidrdlise.

Figura 18. Espectros sucessivos de RMN de 3'P{*H} obtidos da reacdo do 2MEI (0,3
mol L") com DEDNPP (7,5 x 10 mol L) em pH 8,5 a 25 °C.
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As espécies envolvidas na reacdo de desfosforilagdo mediada pelo derivado
4(5)MEI também foram submetidas & analise de RMN de *P{*H}. Os espectros
mostraram dois novos sinais em -5,2 e -5,6 ppm, além daqueles referentes ao
DEDNPP e DEP (Figura 19 e Tabela 7). Essa evidéncia indicou a presenca de dois
intermediéarios fosforilados com formacéo atribuida as reagdes competitivas entre os
tautomeros 4MEl e 5MElI com DEDNPP, como reiterado pelos mecanismos
mostrados no Esquema 34. De fato, o espectro de RMN de *H mostrou dois
conjuntos de sinais distintos. O primeiro, formado pelos sinais referentes ao anel de
IMZ (7,91, 7,05 e 2,20 ppm) e grupos etoxila (4,22 e 1,32 ppm), mostraram RMN de
correlacdo 'H-*'P de longa distancia com a espécie em -5,6 ppm. Por sua vez, o
segundo conjunto de sinais caracteristico do grupo IMZ (7,83, 6,88, e 2,33) e grupos
etoxi (4,25 e 1,33 ppm), apresentou correlacdo *H->'P de longa distancia com a
espécie em -5,2 ppm. Essas observacdes confirmam a presenca dos intermediarios
4-MIPI e 5-MIPI, resultantes das diferentes reatividades dos tautomeros 4MEI| e
5MEI. Cabe ressaltar que os sinais atribuidos ao DNP e 4(5)MEI também foram

observados no espectro de RMN de *H.

Figura 19. Espectros sucessivos de RMN de *'P{*H} obtidos da reacdo do 4(5)MEI
(0,3 mol L) com DEDNPP (7,5 x 10° mol L) em pH 8,5 a 25 °C.
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Esquema 34. Mecanismo da reacgéo dos tautdbmeros do 4(5) MEI com DEDNPP.

AMEI ‘4-MIPI) o) NO,
"""" ’ + U
HN'SN® HN"“N—FmoEt + -0
— o
H

\—{

o NO / )=/ NO
| CHs I ’ H3C =t ? DNP
L /I;‘\“‘/P\o \ o

HN"SN: EtO NO, P NO,
V) HN"“N—PwoEt +
H,C omsee = et 0
5MEI 1 5-MIPL:  CH, NO, DNP
'5M‘E|/iH20
o)
o
O~ “OEt
OEt DEP

Conforme esperado, espectros consecutivos de RMN de *P{*H} com 4(5)MEI
evidenciaram o consumo de DEDNPP com concomitante formacéo de DEP. Ainda,
foi possivel monitorar a formacdo e a hidrélise dos intermediarios fosforilados
advindos dos distintos tautbmeros com sinais -5,2 e -5,6 ppm, referentes
respectivamente as espécies 4MIPIl e 5-MIPI, sendo que o Ultimo apresenta maior
estabilidade (tempo de vida). A deteccdo e monitoramento das espécies formadas a
partir de equilibrio tautomérico constituiram importante contribuicdo para a
compreensao da reatividade de derivados de IMZ, sendo que ainda ndo havia sido
reportado na literatura.

Buscando uma compreensédo ainda mais detalhada acerca da reacéo do
DEDNPP pelos xMEI, principalmente com relagéo a reatividade dos intermediarios,
perfis cinéticos de concentracdo relativa para cada espécie em funcdo do tempo

(Figura 20) foram obtidos a partir das integrais dos sinais de RMN de 3'P.
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Figura 20. Perfis de concentracao relativa em fungéo do tempo referentes as
espécies detectadas nas reagdes do (A) 1MEI, (B) 2MEl, (C) 4(5)MEI com DEDNPP
por RMN de 3'P.
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As curvas contendo os dados experimentais de concentracao relativa dos
intermediéarios fosforilados (x-MIPI) foram ajustadas mediante aplicacdo da Equacao

16, referente & cinética de reacdes consecutivas de primeira ordem,”®’

permitindo,
assim, calcular as constantes de velocidade para cada etapa do processo. Os
resultados estdo resumidos na Tabela 8, com k; correspondente a constante de
velocidade de segunda ordem referente a formacao do intermediario e k, € relativa a
sua hidrolise. Como o intermediario 1-MIPI ndo foi detectado por RMN, os
parametros cinéticos foram obtidos com base no consumo de DEDNPP (Figura
20A). Cabe ressaltar que, mesmo assim, o resultado mostrou-se compativel com
aquele apresentado no estudo cinético por UV-Vis, corroborando ao mecanismo

proposto no Esquema 33.
[x — MIPI] = % (e7kat — gkat) (16)

Tabela 8. Parametros cinéticos referentes aos intermediarios formados reagdes do
2MEI e 4(5)MEI com DEDNPP, obtidos pelos perfis mostrados na Figura 20. Os

erros estdo dados entre parénteses.

Intermediario ki, M1s™ ko, st t12 (S)

N
EtofF.’—NL\ (15,2x10°+2,58)x10°® (6,33+1,11)x10™ 1500

EtO - _N_] (8,17+0,41)x10° (9,3520,48)x10° 7380

EtO ot \= 0,47+0,127 (8,63+1,25)x10°° 7980

A partir dos parametros cinéticos dos intermediarios apresentados na Tabela
8, observou-se que a tendéncia de reatividade dos nucleofilos esta de acordo com o
estudo cinético por UV-Vis, mostrado na sessé@o anterior, ou seja, 4(5)MEI>2MElI.
Resultados mostraram ainda que, dentre os tautdmeros do 4(5MEIl, o 5MEI
apresentou reatividade 31 vezes maior que seu par 4MEI, sendo esse

comportamento independente da populacdo dos tautdbmeros em solucdo. De fato,
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em estudo tedrico anterior foi mostrado que o nucledfilo menos reativo, 4MEI,
apresenta maior propor¢cdo no equilibrio tautomérico, sendo correspondente a
60%.'%° Portanto, a diferenca de reatividade ndo estia atrelada a concentracdo
relativa de cada tautbmero, mas sim as suas distincdes estruturais. Essa evidéncia
sugere que a reagao respeite o esquema reacional proposto por Curtin-Hammett,
situacdo em que duas reagbes competem devido a interconversdo de dois
reagentes, sendo a populacdo dos diferentes produtos determinada pela energia de
ativacdo de cada caminho.®® Cabe mencionar ainda que a espécie 4MEI mostrou
nucleofilicidade apenas ligeiramente mais elevada do que 2MEI (Tabela 8), que por
sua vez apresentou a menor atividade catalitica.

A estabilidade relativa dos MIPI frente a hidrélise (k, da Tabela 8) pode estar
relacionada com a basicidade do grupo abandonador. Diferentemente do 2MEI, o
pKar do 4(5)MEI protonado (7,69)? é uma média da contribuicdo dos dois diferentes
tautbmeros e, portanto, uma analise baseada simplesmente por comparacdes
diretas ndo é possivel. Nesse contexto, a afinidade protbnica € uma aproximacao
razoavel para estimar a basicidade de um composto, visto que corresponde a
energia liberada com a protonacdo de uma molécula neutra ou ion, calculada em
fase gasosa. De fato, esse valor é 0,6 kcal mol™ maior para o 5SMEI comparado ao
AMEI.® Assim, 4MEI deve ser melhor grupo abandonador do que o 5MEI por
apresentar menor basicidade e, mesmo se tratando de uma diferenca pequena, a
relacdo esta de acordo com o curto tempo de vida do 4-MIPI em relac&o ao 5-MIPI.

A inclusdo de técnicas de RMN no estudo das reacfes propostas teve
fundamental importancia para confirmacdo do mecanismo nucleofilico proposto
(Esquemas 33 e 34), complementando, assim, os resultados do estudo cinético por
UV-Vis. Além disso, foi possivel discernir a reatividade do par tautomérico 4MEI-
5MEI, o que é interessante sob 0 ponto de vista mecanistico e estrutural. No
entanto, a fim de compreender claramente a influéncia da posicdo do metil em
derivados IMZ, bem como obter ainda mais detalhes dos mecanismos de reagéo,

célculos DFT foram realizados.
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4.2.3. Compreendendo o efeito do posicionamento da metila por calculos

tedricos

Os resultados obtidos com os estudos cinéticos por UV-Vis e RMN mostraram
que o grupo metila, na maioria das possiveis posicbes do anel de IMZ, atua
diminuindo sua nucleofilicidade, em relacdo ao IMZ ndo substituido, em reacdo com
DEDNPP. No entanto, na auséncia de efeitos estéricos, seria razoavel considerar
que um grupo alquila tenderia a aumentar a nucleofilicidade de uma molécula,
devido a hiperconjugacdo. O derivado 2MEI mostrou-se menos reativo que o IMZ,
1MEI e 4(5)MEI frente ao DEDNPP, indicando que o efeito estérico causado pela
metila, quando posicionada em carbono alfa ao nitrogénio nucleofilico, inibe o
ataque ao fosforo. Como ja mencionado, em contraste ao 1MEI, o 2MEI e o 4(5)MEI
apresentam tautomerismo em solu¢cdo aquosa, porém, como mostrado por RMN,
esse ultimo ocorre como um par de moléculas de reatividades diferentes. Devido ao
efeito estérico semelhante, o 4MEI apresentou baixa atividade catalitica, similar
aquela observada ao 2MEI, enquanto seu tautdbmero 5SMEI mostrou o mais elevado
poder catalitico na clivagem do DEDNPP. Assim, o 5SMEI é o responsavel pela alta
eficiéncia do derivado 4(5)MEI, em reacdes de desfosforilacdo, e calculos DFT foram
realizados para explorar esses e outros possiveis efeitos associados a sequéncia de
reatividade apresentada experimentalmente. Devido ao interesse principal ser
referente a compreensdo da reatividade dos derivados de IMZ, célculos foram
realizados apenas para a primeira etapa de reacao, referente ao ataque nucleofilico.

Os funcionais M06-2X e B3LYP combinados com as funcbes de base 6-
31+G(d,p) e 6-311++G(d,p) incluindo solvatacdo implicita pelo método smd foram
utilizados para avaliar qual método/base apresentaria valores de AG* de acordo com
resultados obtidos experimentalmente. Inesperadamente, o método B3LYP
combinado como o menor conjunto de base reproduziu corretamente a ordem de
reatividade S5MEI>IMZ>1MEI>4MEI~2MEI, apesar das barreiras terem sido
levemente superestimadas, como mostrado na Figura 21. Ao utilizar 6-311++G(d,p)
houve inversdo das barreiras reacionais do IMZ com a do 1MEI e os calculos
realizados com o funcional M06-2X utilizando ambos conjuntos de base, mostraram
erroneamente IMZ e 2MEI como os nucleodfilos de maior eficacia, mesmo com
critério de convergéncia mais restrito (int=ultrafine). Assim, todos os calculos foram

realizados com o método B3LYP/6-31+G(d,p), sendo os ETs obtidos referentes as
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reagbes do IMZ e xXMEI com DEDNPP mostrados na Figura 21 e as barreiras de
ativacado apresentados na Tabela 9 e Figura 22.

Figura 21. Barreiras experimentais e calculadas (AG* (kcal mol™)) para as reacdes

dos XxXMEI e IMZ com DEDNPP e estruturas dos ETs obtidas utilizando o método
B3LYP/6-31G+(d,p).

Experimental B3LYP B3LYP M06-2X MO06-2X
6-31+G** 6-311++G** 6-31+G* 6-311++G**
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Tabela 9. Barreiras de ativacdo (AG*/kcal mol™) experimentais e teéricas referentes
as reacodes dos XxMEI e IMZ com DEDNPP.

AG* AG*
Espécie (kcal mol™) (kcal mol™)
Experimental®  B3LYP/6-31+G(d,p)
2MEI 21,3 26,4
1MEI 20,6 24,2
IMZ 20,4 24
SMEI b 23,3
AMEI 204 26,3

2 xMEl a 0,5 mol L™, pH 8,5, 25°C. b contribuicdo de ambos os tautdmeros.

Figura 22. Diagrama de energia da coordenada da reacdo determinado com o
método B3LYP/6-31+G(d,p).
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Os parametros geométricos mais relevantes provenientes das espécies
calculadas estdo apresentados na Tabela 10. Ainda que a maioria dos valores
mostraram-se similares nas diferentes reacdes avaliadas, o angulo diedro C6-N5-P-
02 (Figura 21) teve consideraveis mudancgas, sendo possivel, inclusive, relaciona-lo

as barreiras reacionais. De fato, para os ET referentes aos nucleofilos menos
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reativos, 2MEIl e 4MEI, esse angulo resultou proximo de -57 °, enquanto valores
entre -12 e -21° foram encontrados para IMZ, 1MEI e 5MEI. Os resultados sé&o
consistentes com existéncia de impedimento estérico da metila do 2MEI e 4MEI com
atomo de oxigénio (O2) durante o ataque nucleofilico ao fésforo, e a rotacao

minimiza esse efeito (Figura 21).

Tabela 10. Parametros geométricos das espécies envolvidas na reacdo dos XMEI e
IMZ com DEDNPP obtidos com o método B3LYP/6-31+G(d,p). ?

Espécie N5-P (A) P-O1(A) C6-N5-P-02(°) H(C7)- 02 (&)
ETME 2,273 1,783 -56,75 -
ET*ME 2,260 1,787 -56,88 4,096
ETMZ 2,274 1,783 -21,13 2,734
ETME 2,274 1,782 -17,88 2,757
ETVE 2,285 1,780 -12,10 2,737
2-MIPI 1,754 - 37,70 -
4-MIPI 1,757 - 40,59 4,302

IPI P 1,755 - 15,67 2,747
1-MIPI 1,750 - 18,06 2,765
5-MIPI 1,752 - 13,39 2,725

# Como indicado na Figura 21. ® Intermediario fosforilado formado pelo IMZ.

Para obtencdo de mais detalhes da energia em cada etapa do processo de
substituicdo nucleofilica, foram realizados célculos IRC. Como pode ser observado
na Figura 23, os graficos mostram que a formacao da ligagcdo N5-P e a clivagem da
ligagcdo P-O1, em todas as reacdes, ocorrem via mecanismo concertado, além de

apresentarem acentuado sincronismo ao longo da coordenada da reacéo.
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Figura 23. Graficos da IRC referente as reacdes dos XMEI e IMZ com DEDNPP,
calculados com método B3LYP/6-31+G(d,p).
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Como as espécies mais reativas 1MEI, IMZ e 5MEI ndo apresentam efeito
estérico significativo durante o ataque nucleofilico ao fosforo do DEDNPP, outros
fatores foram necessarios para explicar as suas diferentes reatividades. Nesse
sentido, analise com base nas energias dos orbitais que contém o par nao ligante do
nitrogénio (on.N) foi realizada, com o objetivo de avaliar se h4 alguma dependéncia
entre a reatividade e a contribuicdo eletrénica. Célculos em nivel B3LYP/6-
31+G(d,p), mesmo método utilizado para discussdo das barreiras reacionais,
mostraram que S5MEI e 2MEI possuem oy N de maior energia, ou seja, indicando
maior reatividade, enquanto 0s menos energéticos foram observados no IMZ e 1MEI
(Tabela 11). No entanto, mesmo com oy N mais reativo comparado ao demais, 0
efeito estérico apresentado pelo 2MEI é preponderante e governa a velocidade da
reacdo. O mesmo vale ao comparar a energia do oy N presente no 4MEI, com

aguelas observadas para o IMZ e 1MELI.
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Tabela 11. Energias do orbital sigma contendo o par de elétrons nao ligante do

nitrogénio (on N) de cada nucledfilos.

Espécie IMZ 1MEI 4MEI SMEI 2MEl

EFOVO Tl (Hartrees) -0,2895 -0,2864 -0,2857 -0,2853 -0,2847

[ B3LYP/6-31+G(d,p).

Na analise da energia do orbital oy N especificamente para o caso dos trés
nucleofilos que ndo apresentam efeito estérico, i.e. 1IMEI, 5SMEI e IMZ, apesar das
diferencas terem sido discretas, os resultados s&o consistentes com a maior
reatividade do 5MEI comparado ao 1MEI e IMZ na clivagem do DEDNPP. Cabe
ressaltar, porém, que essa mesma analise ndo vale ao comparar o 1MEI com IMZ,
visto que o primeiro apresenta menor nucleofilicidade e oy N mais reativo. De fato, a
origem da menor reatividade apresentada pelo 1IMEI em relacdo ao IMZ nao envolve
uma analise direta, uma vez que apresentam semelhantes valores de pK,y, além de
auséncia de efeito estérico. Embora a diferenca nas barreiras de ativacdo seja
discreta (0,2 kcal mol™), esse comportamento é recorrente na literatura.?>**! Uma
hipbtese razoavel para as reatividades sutilmente distintas com o DEDNPP recai na
auséncia do hidrogénio ligado ao nitrogénio no 1MEI, como também sugerido em
estudo envolvendo reacdes de acilacdo com derivados IMZ."® Como ilustrado no
Esquema 35, ap6s o ataque nucleofilico do IMZ ao fésforo do DEDNPP, ocorre a
formacdo de um intermediario catidnico fosforilado, porém a carga positiva €
prontamente neutralizada pela perda de um proton, reacdo que ndo é possivel para
o intermediario envolvendo 1MEI (1-MIPI). Isso estd de acordo com o0s presentes
resultados, ja que o 1-MIPI foi o Unico intermediario que ndo péde ser detectado por
RMN, indicando menor estabilidade em relagdo aos outros intermediarios xMIPI e
IPI. Consequentemente, o 1MEI apresenta menor reatividade, que pode ter relacéo
com um ataque nucleofilico sutilmente reversivel pela auséncia da reacdo de
desprotonacdo como no caso do IMZ, mas ndo a ponto de torna-lo pior nucledfilo

gue, por exemplo, o 2MEI.
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Esquema 35. Mecanismos de reacdo do 1MEI e IMZ com DEDNPP, com destaque

para a etapa de desprotonacao do IPI, ausente no 1-MIPI.

Assim, por meio de célculos DFT, foi possivel reafirmar a ordem de
reatividade observada pelas técnicas experimentais, além de elucidar
detalhadamente o mecanismo envolvido na formacdo dos intermediarios. A
aplicacdo das metodologias tedricas permitiram também revelar que o mecanismo
nucleofilico apresenta elevado sincronismo em todos os XMEI e que efeitos estéricos
e eletrbnicos sao os fatores responsaveis pela reatividade dos nucledfilos, sendo

gue a nucledfilicidade se mostrou independente da basicidade.

4.2.4. Conclusdes Parciais

Em comparacdo a hidrélise espontdanea de DEDNPP, todos os xMEI
apresentaram elevados incrementos cataliticos (>3x10* vezes) na clivagem do
triéster, conforme determinado por perfis cinéticos de pH. Foi observada a seguinte
ordem de reatividade: 4(5)MEI>IMZ>1MEI>2MEI, nao sendo dependente da
basicidade dos nucledfilos, visto os valores de pK, respeitam a ordem
2MEI>4(5)MEI>1MEI>IMZ. O mecanismo de reacdo proposto foi ratificado por
analises de RMN, consistindo no ataque nucleofilico do par eletrénico ndo ligante do

nitrogénio do IMZ ao atomo de fosforo do DEDNPP, deslocando DNP.
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Surpreendentemente, a reatividade dos dois tautdmeros do 4(5)MEI foi distinguida
por RMN de P, sendo o 5MEI a espécie que apresentou a maior nucleofilicidade
nesse equilibrio. A Figura 24 apresenta um resumo da influéncia da metila na
reatividade dos XMEI e na estabilidade dos intermediarios fosforilado. Na parte
inferior da Figura estdo situados 4MEI e 2MEI, espécies que apresentam a menor
reatividade devido ao impedimento estérico causado pelo substituinte, enquanto na
parte superior encontra-se a espécie de maior reatividade, o 5MEI, que pode ser
atribuida ao orbital oy N de maior energia em relacdo ao 1MEI. Portanto, o efeito da
metila € considerado antagbnico nos xXMEI, uma vez que este grupo € doador
eletrbnico, porém atua diminuindo a reatividade do IMZ, exceto quando presente na

posicéo 5.

Figura 24. Resumo dos resultados referentes ao posicionamento da metila e sua

relacdo com a reatividade dos XxMEI na reagdo com o DEDNPP.
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4.3. O efeito do solvente na reatividade do imidazol e 1-metilimidazol

Como apresentado nas sessfes anteriores, maiores valores de pK,y nao
necessariamente implicam em maior reatividade, no caso de derivados de IMZ,
frente a clivagem do DEDNPP. De fato, o IMZ, que apresenta menor pKay, €
ligeiramente mais reativo que 1MEI em solucdo aquosa (barreira 0,2 kcal mol™
menor), mesmo ambos apresentando energias do oy N proximas e insignificante
impedimento estérico no nitrogénio nucleofilico. Logo, a reatividade desses
semelhantes nucledfilos foi explorada em diferentes meios reacionais, visando
investigar a importancia das interagfes soluto-solvente na atividade catalitica de
clivagem do DEDNPP. Cabe ressaltar que muitos farmacos derivados de IMZ séo
solubilizados significativamente apenas em presenca de solventes organicos, e,
portanto, para investigar a reatividade real desses compostos, uma analise
detalhada da influéncia do meio na sua reatividade torna-se importante.

Para o estudo, foram escolhidas diferentes composi¢cdes da mistura binaria
DMSO/H,0 e, inicialmente, foram obtidas as constantes de pseudo-primeira ordem
(kobs) da reagédo de clivagem do DEDNPP por 1MEI e IMZ em cada composigéo
(considerando intervalos de 10% na fracdo molar de cada solvente), com resultados
apresentados na Figura 25A. Para relacionar os dados cinéticos obtidos com a
composicdo do meio e, consequentemente, obter uma analise quantitativa do efeito
do solvente nas reaces de interesse, foi utilizada a escala de Catalan.®** Essa
escala descreve uma dada mistura binaria de solventes (ou um solvente puro)
utilizando trés parametros especificos, determinados em cada composicdo, sendo a
acidez (SA) e basicidade (SB), referentes a capacidade de doacao e recebimento de
ligacdo de hidrogénio pelo meio, respectivamente. O terceiro termo, a
polaridade/polarizabilidade (SPP), tem relacdo com a tendéncia de formacdo de
outras interacbes dipolares, sendo mais pronunciada em solventes polares. Os
valores dos parametros SA, SB e SPP para misturas DMSO/H,0 estéo ilustrados
pelas linhas azuis na Figura 25B. Assim, como mostrado na Figura 25A, os valores
das constantes de velocidade de segunda ordem (ky) foram correlacionados
ortogonalmente com tais parametros por meio de regressfes multiplas utilizando

como base a Equacéo 17, levando ao ajustes das curvas experimentais.



108

Figura 25. A. Constantes de segunda ordem da reacéo (ky) de IMZ (o) e 1MEI (0)
com o DEDNPP e constantes de velocidade para hidrolise espontanea do DEDNPP
(Kobs) (m) em cada fracdo molar da mistura DMSO/H,0. B. As linhas azuis
representam os valores dos parametros SA, SB e SPP. Em A. e B. as linhas
vermelhas representam o ajuste dos dados experimentais por regressées multiplas
em funcéo dos coeficientes SA, SB e SPP utilizando a Equacéo 17.
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logk, =logk, + A(SA) + B(SB) + P(SPP)  (17)

onde os coeficientes A, B e P referem-se as contribuicdes de cada parametro do
solvente, respectivamente e ky corresponde a constante de velocidade da reagéo no
estado gasoso, situacdo em que os parametros A, B e P sdo nulos, indicando

auséncia de interacao solvente-soluto.
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Para fins comparativos, a contribuicdo da solvélise do triéster (ko) também foi
determinada em cada composicdo de solvente e foi observado que a reacdo é duas
vezes mais rapida em meio 100% aquoso do que em DMSO puro, sendo este o
meio de menor reatividade. Analise da Figura 25A evidencia que os compostos 1MEI
e IMZ apresentaram alta reatividade na degradacdo do DEDNPP em todas as
misturas de solvente analisadas, reiterando que correspondem a catalisadores
eficientes, ndo apenas em meio 100% aquoso. Cabe mencionar que o derivado
metilado apresentou menor poder catalitico que o IMZ em todas as composicdes
avaliadas. Apesar disso, foi observado que ambos os nucledfilos sdo mais reativos
(maior ky) em meio contendo 100% DMSO do que em agua pura ou qualquer
composicdo da mistura binaria. Ainda na Figura 25, pdde-se notar que entre 0 e 20%
de DMSO ocorreu uma diminui¢do na velocidade de ambas as reac6es nucleofilicas,
sendo esse comportamento ja relatado em estudo envolvendo a hidrdlise alcalina de
fosfodiésteres.’*® De fato, o maior desvio da idealidade em solucdes DMSO/H,0O
ocorre na composicdo de 20% de solvente orgéanico, podendo acarretar em
alteraces significativas nas propriedades do meio,*** influenciando a velocidade das
reacoes. A partir de 30% de DMSO, a velocidade das reacdes com 1MEI e IMZ
aumenta até DMSO puro, sendo observada menor influéncia do meio no 1MEI,
devido a menor variacdo em ky. Esse efeito mostra que, curiosamente, a diferenca
na reatividade dos nucledfilos pode ser modulada por alteragdes na composicdo do
meio.

A partir dos parametros SA, SB e SPP de cada uma das misturas em cada
fragdo molar da mistura binaria, os valores de log ky foram ajustados
estatisticamente, fornecendo como resultado os coeficientes A, B e P. A fim de
avaliar se a omissdo da contribuicAo de um ou dois parametros acarretaria em
melhora no coeficiente de correlacdo (R? e minimizacdo dos erros, algumas
modificacbes da Equacdo 17 foram propostas para o0 ajuste dos dados
experimentais. As Equacdes 18 a 20 consideram dois dos termos da Equagéo 17,
deixando o terceiro nulo, enquanto nas Equagdes 21 a 23, apenas um dos termos foi
mantido, como evidenciado na Tabela 12. Apesar das reacdes nucleofilicas terem
sido o foco principal, os dados experimentais da reacdo de hidrdlise foram

igualmente ajustados com a Equacgao 17. Assim, as contribuicbes de SA, SB e SPP,
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bem como os parametros estatisticos obtidos com o emprego das Equacdes 17 a
23, estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Coeficientes A, B e P referentes aos parametros do solvente, obtidos
pelos ajustes por regressdes multiplas das constantes de velocidade das reagfes do
DEDNPP com IMZ e 1MElI em misturas DMSO/H,0.* Equacdes 17 a 23

evidenciadas e cada linha, respectivamente.

Equacdo log kg A B P RZ P°
Hidrélise | 17 ;%’Eé‘é 106,7145 106,6272 116?542 0,95 58,4
17 e s087  soms  sigr 096 718

18 e 034 atyy 061 88

19 oa4  s0a e~ 082 244

MZ |20 7S iohe T elgo 073 143
21 fl’fé - - 481+15 048 94

22 J_r%ll% . 116?206 . 057 14,2

23 ;%)fé ;%’i% -- -- 0,76 32,2

7 5% s soas s 092 408

L i:j.QZ% - iodflzle 111’?302 EE

19 Lge 27 aos0 078 188

1MEI 20 121%21 i%?i; - 101,367 0,65 10,4
21 151%31 - - isi,2046 046 10,3
N, S

s EE AR - - om m

? Erros apresentados entre parénteses. ® valor F: parametro estatistico obtido pela andlise variacional

baseado na distribuicdo F, em que valores mais altos indicam melhores resultados.™*
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Quando os dados experimentais foram ajustados utilizando apenas um dos
parametros da escala de Catalan, ou seja, equacgfes 21 a 23 da Tabela 12, foram
obtidos resultados estatisticos insatisfatorios tomando como base 0s erros e 0s
baixos valores de R? e F, principalmente com relagéo & SB e SPP. Com a utilizacdo
de dois parametros (Equacbes 18 a 20) houve relativa melhora nos resultados,
porém com erros ainda consideravelmente elevados. De fato, estudo anterior
mostrou que a utilizacdo de menos parametros pode levar a melhores resultados,**?
porém, nesse trabalho, apenas mediante a utilizacdo conjunta de SA, SB e SPP
(Equacao 17) foi possivel obter resultados estatisticamente satisfatérios, com erros
relativamente baixos e coeficientes de correlagdo superiores a 0,92. Assim, em

consonancia com o proposto em outros estudos,'**%

apenas os coeficientes
advindos da aplicacdo da Equacdo 17 foram analisados, visto que apresentaram
melhores ajustes aos dados experimentais.

Para a reacdo do DEDNPP com 1MEI e IMZ, os valores negativos dos
coeficientes A, B e P indicam que esses parametros contribuem para diminuir a
velocidade das reacdes. A polarizabilidade, como esperado, apresentou o
coeficiente mais negativo dentre os trés parametros visto que, diferentemente de SA
e SB, o fator SPP na escala de Catalan apresenta valores elevados
(aproximadamente 1,0) em todas as composi¢cdes da mistura DMSO/H,O (Figura
25B). Os coeficientes negativos referentes a acidez (A) e basicidade (B), indicam
gue héa estabilizacdo de ambos os nucledfilos por doacgéo e recepcédo de ligagdes de
hidrogénio com meio, respectivamente, diminuindo assim os valores de ky.**?
Mesmo assim, SB € a contribuicdo mais importante na reatividade em relacédo a SA,
uma vez que apresenta coeficiente mais negativo. Ainda na Figura 25B, acima da
composicdo de 20% DMSO/H,O as velocidades das reacdes nucleofilicas
aumentam concomitantemente a diminuicdo de SA e aumento de SB, sendo notavel
que em 40% DMSO a basicidade do meio supera a acidez, na escala de Catalan,
como mostrado na Figura 25B.

Os ajustes dos dados experimentais referentes a reacdo de hidrélise
espontanea do DEDNPP também apresentaram melhores parametros estatisticos
quando tratados considerando todos os termos de Catalan (Equacdo 17). O valor
negativo de log kq sugere que essa reacéo em fase gasosa € na ordem de 10° vezes

mais lenta do que em qualquer solugado DMSO/H,0, sendo que, de acordo com
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valores positivos de A, B e P, a acidez, basicidade e polarizabilidade do meio
favorecem o processo. Em outras palavras, a solvatacdo torna a reagdo mais rapida
e essa evidéncia esta de acordo com trabalho recente de Nome e colaboradores, em
que foi mostrado que trés moléculas de agua estdo envolvidas no mecanismo de
hidrélise de fosfotriésteres, doando e recebendo ligacées de hidrogénio.®® Em
contrapartida, os valores positivos de log kg referentes a degradagédo do DEDNPP
por 1IMEI e IMZ, indicam que a reacdo em fase gasosa é 9x10° e 4x108 vezes mais
rapida do que em solucédo (considerando 20% DMSO/H,0), respectivamente. Esses
resultados, quando atrelados aos coeficientes A, B e P negativos e comparados a
hidrélise, estdo condizentes com a hipétese de que, nesse caso, 0s reagentes sao
estabilizados pelo meio, desfavorecendo o ataque nucleofilico ao triéster.

Assim, por mais que 0s ajustes por regressdes multiplas mostraram que a
solvatacdo é um fator importante na velocidade das reacdes estudadas, para avaliar
os diferentes efeitos moduladores do meio na reatividade do 1MEI e IMZ, foi
necessario atrelar a analise as estruturas moleculares e suas possiveis interacdes
intermoleculares. Na Tabela 13 estdo apresentadas as razdes entre as constantes
de velocidade de clivagem do DEDNPP referentes aos nucledfilos e solvélise nas
composi¢cdes mais relevantes. Com excecdo da composicao de 20% DMSO, a razao
kimz/kmer aumentou com a reducdo da quantidade de agua no sistema em todas as
composicdes avaliadas. Portanto, a medida que capacidade de formacado de ligacéo
de hidrogénio pelo meio diminui (misturas ricas em DMSO), a atividade nucleofilica
do IMZ cresce em relagdo ao 1MEIl. Como mostrado na Figura 26, IMZ e 1MEI
podem se comportar com receptores de ligacdo de hidrogénio pelo meio, visto que
apresentam par de elétrons nao ligantes do nitrogénio. Contudo, apenas o IMZ pode
atuar como doador de ligacbes de hidrogénio, devido a presenca do grupo N-H e,
consequentemente, a sua interacdo atrativa com agua € mais intensa, ja que o 1MEI

apresenta grupo metila substituindo o hidrogénio no IMZ.
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Tabela 13. Razdes mais relevantes entre as constantes de velocidade em diferentes

composicdes da mistura DMSO/H,0.?

Composicao Kimz/Ko Kimel/Ko Kivmz/Kamel
100% H,0O 389,5 269,5 1,44
20% DMSO/H,0 316,6 110,6 1,43
100% DMSO 2143,7 527,6 2,03

& sendo considerado koem s™.

Figura 26. Possibilidades de formacéao de ligacdo de hidrogénio soluto-solvente em
meios ricos em agua ou DMSO.
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Portanto, o aumento mais pronunciado na nucleofilicidade do IMZ em
ambientes ricos em DMSO tem relacdo com a diminuicdo de possibilidades de
formacao de ligacdo de hidrogénio, como ilustrado na Figura 26, visto que se trata
de solvente polar aprotico, o que aumenta seu poder nucleofilico. Como o DMSO se
comporta apenas como receptor de ligagbes de hidrogénio, o aumento na sua
composicdo pode levar a formacdo de maior numero de complexos do tipo IMZ-
DMSO-IMZ. Assim, é razoavel considerar que esse complexo apresente forcas de
interacdo atrativas mais fracas comparado ao caso similar H,O-IMZ-H,0O, sendo
essa hipétese amparada pelos valores de kpz, Visto que se apresenta sutilmente

maior em DMSO do que em agua.
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Como discutido previamente, nas rea¢fes nucleofilicas de clivagem do
DEDNPP a basicidade da mistura binérias de solventes apresentou maior influéncia
do que a acidez na velocidade, com IMZ mais afetado que 1MEI (A™* = -2,82;
AMEN = 2 06; BM* = -3,39; BMF' = -2 57). Pode-se propor, entdo, que o IMZ
apresentaria reatividade ainda maior em outros solventes aproéticos que possuem
menores valores de SB, visto que a interacdo soluto-solvente seria menor e,
portanto, acarretando maior mobilidade ao nucledfilo no meio reacional. A menor
contribuicdo de SA e SB na reacao envolvendo o 1MEI pode ter origem na auséncia
de grupo doador de ligacdo de hidrogénio no nucledfilo, o que resulta em menor
susceptibilidade de alteragcbes do meio em sua reatividade, por ser menos
intensamente solvatado. Como consequéncia, o IMZ mostrou-se 3,04 vezes mais
reativo em DMSO do que em &agua, enquanto para o 1MEI, essa razdo é de 2,16
vezes.

Ainda na tentativa de compreender a diminuicdo da velocidade das reacdes
do DEDNPP com ambos os nucledfilos até a composicdo de 20% DMSO/H,O
(Figura 25A), os parametros termodinamicos das reacfGes nucleofilicas foram
determinados por meio de plot de Eyring. Por apresentarem as razdes kjuz/kug mais
relevantes (Tabela 13), estudos foram realizados nas composi¢des de 0, 20 e 100%
DMSO/H,0, com resultados mostrados na Tabela 14. Cabe mencionar que, mesmo
com as alteracbes do meio reacional, os valores de entropia e energia livre de
ativacdo mostraram-se de acordo com mecanismo nucleofilico, ora proposto no

estudo dos xMEI mediante técnicas de RMN e célculos tedricos (vide supra).

Tabela 14. Parametros termodinamicos referentes as reacfes do IMZ e 1MEI com

DEDNPP em diferentes composicdes de solventes.®

AH*¥ kcal molt  AS* cal K'mol? AG* kcal mol?

IMZ 7,7£0,7 -42,6%0,2 20,4
DMSO 0%

1MEI 9,58+1,0 -37,0+6,7 20,6

IMZ 8,74+0,9 -39,4+3,0 20,5
DMSO 20%

1MEI 10,4+0,7 -34,8+2,3 20,8

IMZ 6,85+0,4 -43,2+1,3 19,7
DMSO 100%

1MEI 7,79+0,68 -40,7+2,3 19,9

2 obtidos a 298 K.
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Os parametros termodinamicos apresentados na Tabela 14 podem ser
razoavelmente relacionados com resultados obtidos por Lu e colaboradores, que
estudaram misturas DMSO/H,O por meio de espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Nessa técnica, o sistema fornece uma resposta mediante a aplicacao
de uma corrente alternada de pequena amplitude, com medicOes realizadas em
diferentes frequéncias da corrente. As andlises permitram a obtencdo de
parametros termodinamicos de diversos sistemas contendo apenas DMSO e H;0,
sendo mostrado que a entalpia e entropia de ativacdo para rompimento de
interagcfes intermoleculares possuem valores méaximos da faixa de 0,15 a 0,4
DMSO/H,0."*" Esse comportamento foi atribuido & formacdo de ligacdes de
hidrogénio mais fortes entre DMSO e H,O do que entre duas moléculas de agua,
tendo relacdo com a composicao estequiométrica de formacdo de complexos H,O-
DMSO-H,0 em 0,33% DMSO/H,0.2" Assim, o desfavorecimento das reacées do
1MEI e IMZ com DEDNPP na faixa de 10 a 30% DMSO/H,0 pode ter sua origem na
mais homogénea distribuicdo de cargas do sistema binario de solventes. De fato, os
valores de entalpia de ativacdo de ambas as rea¢des aumentam de 0 a 20% DMSO
e diminuem em DMSO puro (Tabela 14), estando em consonancia com 0s
resultados de entalpia de ativacdo obtidos por espectroscopia de impedancia

eletroquimica,*®” que seguem o mesmo comportamento.

4.3.1. Conclusodes Parciais

O efeito do solvente na reacdo dos nucledfilos IMZ e 1IMEI com DEDNPP foi
guantitativamente investigado em diferentes misturas binarias DMSO/H,0, por meio

by

de regressfes multiplas dos dados cinéticos, combinados a acidez, basicidade e

2 Os coeficientes

polarizabilidade do meio de acordo com a escala de Catalan.™
positivos obtidos para acidez, basicidade e polarizabilidade do meio refletem que a
solvatacdo tem fungéo estabilizadora em ambos os nucledfilos, levando a diminuicéo
da velocidade de reacdo bimolecular com DEDNPP. Ao diminuir a composi¢cdo do
solvente polar prético, a reatividade do IMZ se enaltece em relagdo ao 1MEI,
mostrando o carater modulador do meio atuando diferentemente em cada nucledfilo,

como ilustrado na Figura 27.
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Assim, no desafio de alcancar resultados relacionando os parametros do
solvente com a velocidade das reagbOes, a incorporacdo de interpretacdes
moleculares das espécies envolvidas, levou a melhor compreensédo dos efeitos
moduladores do meio na reatividade dos nucleéfilos. Nesse contexto, observou-se
gue quanto menor a possibilidade de formacdo de ligagbes de hidrogénio soluto-
solvente, maior é a reatividade do IMZ relativa a do 1MElI.

Figura 27. O efeito modulador do meio na velocidade das reac¢des do 1MEI e IMZ

com DEDNPP devido a diferentes interacdes solvente-soluto.
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4.4. Efeito do substituinte na reatividade do imidazol: o caso do 4(5)-

hidroximetilimidazol

Com base nos resultados obtidos na investigacdo da reacao do 4(5)MEI com
DEDNPP, especificamente com relacdo as consequéncias do equilibrio tautomérico
assimétrico na reatividade, estudos envolvendo o 4(5)HMZ também foram
realizados. Como mostrado no Esquema 36, a forma protonada do derivado
(4(5)HMZ") apresenta pKay 6,541 e estima-se que a espécie neutra possua pKa
acima de 11,5, levando a formacao do 4(5)HMZ’, porém néo relatado na literatura.
Em sua forma neutra, o 4(5)HMZ apresenta tautbmeros com estruturas diferentes
em solucdo aquosa, sendo que a presenca da hidroxila no substituinte acrescenta
possiveis efeitos eletrdnicos distintos daqueles observados no caso dos XMEI. No
4HMZ, por exemplo, o substituinte situa-se na posi¢cado 4 do anel de IMZ, estando
proximo do nitrogénio nucleofilico e, portanto, o grupo OH pode influenciar na
reatividade do derivado. Assim, para avaliar o efeito do grupo ‘CH,OH na atividade
catalitica do anel de IMZ na reacdo com DEDNPP, foram realizados estudos

cinéticos com UV-Vis, analises de EM e RMN, e também calculos teodricos.

Esquema 36. Equilibrio tautomérico do 4(5)HMZ.

AN
HN SN+ _— HN — w ‘N“'NH
LLO pK,>11,5 \_Q_OH \_Q—OH
4(5)HMZ- 4HMZ 5HMZ
pKa + + pKa
6,54 u H H Jr 6,54
HNSNH =——= HN“ NH

\=<—OH‘_ \=<—OH

4(5)HMZ* 4(5)HMZ*
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4.4.1. Estudos cinéticos

O estudo cinético da reacdo do 4(5)HMZ com DEDNPP por UV-Vis foi
realizado inicialmente obtendo-se o perfil de pH apresentado na Figura 28. Foi
observado um aumento na constante de velocidade na faixa até pH 8, indicando que
a desprotonagdo da espécie 4(5)HMZ" (Esquema 36), leva a formacéo da espécie
neutra reativa, tendo em vista que seu valor de pK.s é de 6,54.2% A espécie
cationica ndo apresenta reatividade significativa, pois a protonagcdo acarreta na
indisponibilidade de par de elétrons néo ligantes para ataque nucleofilico. Devido a
insignificante quantidade de 4(5)HMZ" disponivel para desprotonagdo em solucées
com pH acima 8, a populacdo da espécie neutra em solucdo torna-se maxima,
originando o patamar nas constantes de velocidade (pH 8 a 10,5). O 4(5)HMZ
apresenta ainda outro valor de pK, condizente com a desprotonacao da espécie
neutra, levando a formacao da espécie anidnica, porém nao foi estudada visto que,
como mencionado, esse valor esta estimado acima de 11,5. Os dados experimentais
foram satisfatoriamente ajustados com a Equacdo 4, sendo contabilizadas as
hidrolises espontanea (ko) e alcalina (kon), além da contribuicdo do nucledfilo da

reatividade do nucledfilo (ky).

Figura 28. Perfil cinético em funcédo do pH referente as reacbes do 4(5)HMZ (0,2
mol L") com DEDNPP e hidrélise espontanea do triéster, a 25 °C. As linhas sélidas

correspondem aos ajustes realizados com a Equacéo 4.

1E—3—E e 0 o o o —n
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Os parametros cinéticos determinados pelo perfil de pH e os termodinamicos,
obtidos a partir de plot de Eyring (ver Apéndice) e das Equacdes 14 e 15, estdo
apresentados na Tabela 15. Os resultados mostraram que o 4(5)HMZ apresenta alta
atividade catalitica com DEDNPP, com incrementos cataliticos na ordem de 10*
vezes, comparados com a hidrolise espontanea. Ainda assim, a atividade catalitica
do 4(5)HMZ se mostrou 4,5 vezes menor que a do IMZ, porém, deve-se ressaltar
gue considerando apenas solu¢cdes com pH menor que 6, o derivado apresentou
reatividade superior ao anel ndo substituido, sendo atribuido ao menor valor de pHay
(pKaIMZ:6,95)2

Tabela 15. Parametros cinéticos e termodinamicos?® da reagdo do 4(5)HMZ a 0,2 mol
L™* com DEDNPP."

Parametro Valor Parametro Valor
ko,*° 105t 8,0+0,5 kioo! Kp2o ® 1,3
kow,*2° M1s™® 0,25+0,02 AH* kcal mol™® 9,91+0,4

kn, Ms™ 3,96x10°+(6,57x10°)  AS* cal K'mol P -43,0+1,3

PKan 6,548 AG* kcal mol™P 22,8

% obtidos pelas equacdes 13, 14 e 15. ® a 25°C e pH 8,5. “a partir do resultado do ajuste do perfil de
pH da Figura 28. Obtido por ajuste do perfil de pD e pH na faixa de pH de 5,5 a 8 utilizando a
Equacéo 4 a 25°C.

Os dados apresentados na Tabela 15 estdo de acordo com mecanismo
bimolecular, com ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligante do nitrogénio do
4(5)HMZ ao fésforo do DEDNPP, sendo analogo aqueles propostos no caso dos
XMEI, como mostrado no Esquema 37. Porém, outro caminho relativo a um possivel
ataque pelo OH foi considerado, visto que este tem possibilidade de ser auxiliado
por catélise basica intramolecular proporcionada pelo nitrogénio desprotonado do
4(5)HMZ, aumentando a nucleofilicidade do oxigénio da hidroxila, também
apresentado no Esquema 37. Assim, a reacao do 4(5)HMZ como DEDNPP pode
ocorrer via caminhos competitivos, sendo considerados os mecanismos de ataque
nucleofilico ao fosforo via (i) oxigénio da hidroxila, (ii) nitrogénio do tautémero 4HMZ
e (iii) nitrogénio do tautbmero 5SHMZ. Entretanto, pode-se considerar que o ataque
pelo OH é o menos provavel, devido ao baixo valor de efeito isotépico observado

(1,3, Tabela 15), ndo condizente com uma transferéncia de proton durante a reagéo
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.31 Outras

e, portanto, ndo sendo indicativo de mecanismo basico gera
possibilidades reacionais proporcionadas pela espécie aniénica do 4(5)HMZ, como
por exemplo um ataque nucleofilico pelo alcoxido do 4(5)HMZ" (Esquema 36), ndo
foram consideradas, tendo em vista que na faixa de pH avaliada a desprotonacao do
derivado em sua forma neutra ndo é favoravel.

Nesse contexto, para uma investigacdo mais profunda acerca dos
mecanismos de reacdo de degradacdo do DEDNPP mediada por 4(5)HMZ, visando
estabelecer a rota preferencial e qual das espécies do par tautomérico apresenta

maior reatividade, analises de EM, RMN e calculos tedéricos foram realizados.

Esquema 37. Propostas mecanisticas para a reacéo do 4(5)HMZ neutro com
DEDNPP.
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4.4.2. Elucidacdo mecanistica por espectrometria de massas

Com a intengcdo de investigar a formacdo de intermediarios e,
consequentemente, obter novas evidéncias referentes as propostas mecanisticas da
reacao do 4(5)HMZ com DEDNPP, anélises por EM foram realizadas utilizando ESI-
MS e ESI-MS/MS.

No espectro adquirido durante a reacéo, apresentado na Figura 29A, o ion de
m/z 99 detectado no modo positivo foi associado ao 4(5)HMZ protonado, enquanto o
sinal observado em 197 Da pode ser condizente com a espécie resultante da reacao
de dimerizacdo do 4(5)HMZ. Além disso, o ion detectado em 321 Da foi atribuido ao
DEDNPP. Foi observado, ainda, um importante sinal em 235 Da também no modo
positivo, confirmando a formacdo de um intermediario de reacdo derivado do
4(5)HMZ, denominado 4(5)HMZ-INT, sendo condizente com 0S mecanismos
propostos no Esquema 37. No entanto, cabe ressaltar que esse sinal pode ser
referente ao intermediario resultante tanto do ataque pelo nitrogénio via tautbmero
5HMZ ou 4HMZ, quanto aquele formado pelo ataque do oxigénio da hidroxila, visto
gue os trés apresentam a mesma massa, como também ilustrado na Figura 29. Com
o intuito de adquirir mais informacdes acerca da estrutura referente ao sinal de m/z
235 Da, foi realizada ESI-MS/MS e, de fato, a espécie PO3(Et);s" de m/z 137 Da foi e
detectada. Apesar de confirmar que o sinal deve ser de um intermediério fosforilado,
esse fragmento ndo fornece informacBes acerca do mecanismo preferencial da
reacao do 4(5)HMZ com DEDNPP, visto que pode ser resultante da decomposicao
qualquer intermediario, seja pela clivagem da ligacao P-N, caso a reacdo se
processe formando 5SHMZnPI ou 4HMZnPI, ou da ligacdo P-O, no caso de formacao
da espécie HMZoPI (Esquema 37).

Assim, os resultados obtidos por meio de analises por EM reforcam a
hipétese de mecanismo bimolecular, com formacdo do 4(5)HMZ-INT. No entanto,
considerando apenas as analises por EM, nao foi possivel determinar qual é o
centro nucleofilico mais reativo do 4(5)HMZ. Caso o ataque via nitrogénio seja o
mais favoravel, resta ainda determinar qual espécie no par tautomérico corresponde
ao nucledfilo atuante, visto que todos os intermediarios propostos apresentam a
mesma relacdo massa/carga, até mesmo para os fragmentos (Figura 29). Assim,
analises por RMN e célculos tedricos foram realizados visando a obtencdo de novas

evidéncias acerca da reacao do 4(5)HMZ com DEDNPP.
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Figura 29. A. Espectro EM (+) obtido durante a reacdo do 4(5)HMZ a 0,2 mol L™
com DEDNPP 7,5x10° mol L em pH 8,5. B. ESI-MS/MS do sinal em m/z 235 Da e
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4.4 3. Elucidagdo mecanistica por ressonancia magneética nuclear

Na busca por maiores evidéncias para proposicao do mecanismo preferencial
da reacdo do 4(5)HMZ com DEDNPP, andlises por espectroscopia de RMN de *H,
13C, e 3'p foram realizadas. Como mencionado, no estudo da reacdo do 4(5)MEI
com DEDNPP foi observada a formacéo de dois intermediarios de reacédo devido a
deteccdo de dois diferentes sinais no RMN de *'P{*H}, indicando que ambos os
tautbmeros participam da clivagem do triéster. No caso do 4(5)HMZ, porém, foi
observado apenas um sinal adicional em -5,7 ppm, além dos sinais tipicos do
DEDNPP e DEP, sendo atribuido ao 4(5)HMZ-INT. Essa observacdo € uma
evidéncia de que os tautomeros do 4(5)HMZ apresentam maior diferenca de
reatividade que no caso do 4(5)MElI, visto que no estudo com o derivado metilado,
foi possivel detectar os intermediarios resultantes das rea¢des do 4MEI e do 5MEI
sendo formados simultaneamente. Cabe ressaltar que no espectro de RMN de *H,
outros sinais em 4,27 e 1,34 ppm, caracteristicos de grupos etoxila, foram
detectados (ver Apéndice), sendo diferentes daqueles referentes ao DEDNPP e DEP
e atribuidos ao 4(5)HMZ-INT (Esquema 37). Os deslocamentos quimicos mais

relevantes estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Dados referentes as espécies detectadas nas reacées do 4(5)HMZ com
DEDNPP? por RMN (600 MHz, H,0/D,0).?

Composto o4 op
4(5)HMZ 7,73 (s,1H), 7,11 (s, 1H), 4,60 (d, 2H) --
8,96 (dd, 1H), 8,62 (dd, 1H), 7,79 (dd, 1H),
DEDNPP -7,5

4,37 (dg, 4H), 1,38 (td, 6H)
8,03 (d, 1H), 7,34 (s, 1H), 4,58 (dg 2H),

4(5)HMZ-INT 5,7
4,27 (dg, 4H), 1,34 (td, 6H)
DNP 8,86 (d, 1H, Ar), 8,10 (dd, 1H, Ar), 6,74 (d, 1H, Ar) -
DEP 3,91 (dg, 4H, CHy), 1,25 (t, 6H, CHa) 0,8

2 4(5)HMZ a 0,11 mol L™, pH 8,5 a 25 °C. "Tabela completa no apéndice.

Apesar de ndo serem inequivocas, algumas evidéncias nas analises por RMN
podem ser consideradas para sugerir o centro nucleofilico principal do 4(5)HMZ. No
caso do RMN de 'H, por exemplo, foi observado um sinal em 7,73 ppm para o
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hidrogénio do carbono 2 do anel de IMZ no derivado 4(5)HMZ isolado, sendo que
esse mesmo hidrogénio apresenta sinal em 8,03 no intermediario, sugerindo
mudanca no seu ambiente quimico (Tabela completa no Apéndice). Essa
observacédo é condizente com ataque pelo nitrogénio ao fosforo, visto que na reagao
ocorrendo pelo oxigénio, o anel de IMZ ficaria muito distante de outros grupos da
molécula e, portanto, ndo alteraria significativamente seu deslocamento quimico em
comparacao ao 4(5)HMZ em solucdo. Além disso, os trés sinais detectados no
espectro de 3'P referentes ao DEDNPP (-7,5 ppm), DEP (0,8 ppm) e 4(5)HMZ-INT (-
5,7 ppm) apresentam o mesmo padrdo de desbobramento (quintetos) como
mostrado na Figura 30. Esse comportamento € uma evidéncia de que essas
espécies sofram apenas a influéncia dos hidrogénios dos dois grupos etoxilas
provenientes do DEDNPP. Um possivel ataque via oxigénio do 4(5)HMZ acarretaria
na presenca de outro grupo OCH3R ligado ao fésforo, o qual implicaria no aumento
da multiplicidade.

Figura 30. Ampliacéo do espectro de RMN de 3'P para a reacdo de 0,1 mol L*
DEDNPP com HMZ a 0,11 mol L?, pH 8,5, 25 °C.
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Visando obter mais evidéncias para elucidacdo do caminho preferencial de
reacdo, na tabela 17 estdo apresentados alguns deslocamentos quimicos de outras
espécies relevantes de maior e menor similaridade estrutural em relacdo ao
4(5)HMZ-INT, para fins comparativos. Outro indicativo de ataque via nitrogénio do
4(5)HMZ recai no deslocamento quimico do sinal atribuido ao intermediario da

reacao, observado em -5,7 ppm, estando dentro da faixa observada para os x-MIPI e
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IPI (-4,9 a -6,9 ppm, Tabela 17). Caso o ataque ocorresse via oxigénio, poderia se
esperar um sinal no espectro de RMN de *'P mais préximo daquele observado para
DEP, em 0,7 ppm, visto que ambas as espécies teriam 4 ligacbes P-O. Podem-se
citar ainda outros fosfatos com maior similaridade estrutural e eletrénica em torno do
atomo de fosforo (quatro grupos OR), como o trietilfosfato (TEP) e o trimetilfosfato
(TMP), que possuem sinais em -1,5 ppm e 3,00 ppm,**® respectivamente. Portanto,
sugere-se que o0 4(5)HMZ-INT deve ter estrutura similar aos intermediarios
fosforilimidazois, com 3 grupos OR e uma ligacdo N-P, corroborando as outras

evidéncias obtidas pelo RMN e os estudos cinéticos por UV-Vis.

Tabela 17. Deslocamentos quimicos relevantes do 4(5)HMZ-INT, x-MIPI, IPI, DEP,
TEP e TMP.

Espécie Estrutura Op, ppm | Espécie  Estrutura  &p, ppm
Nj\N F’ OE 2 .
— I\ t _ o —P _ a
4(5)HMZnPI AWI AN 5,7 IPI NN \O%Itzt 6,9
HO 5 4
VAR 3
5-MIPI —\OEt -5,6 DEP P~ 0,7
= ’ EtO*; ~O ’
H3C)5—£ OFEt EtOI
b 2
- —h\“OEt - - -
4-MIPI = Vet 52 TEP Eto" ~OEt 1,5
CH, EtO
CH3 (0]
2-MIPI NPN—PeoEt 4,9 T™MP P 3,01%
- N - MeO*; ~OM ’
})2‘{ OEt MeO °

% Determinado recentemente pelo nosso grupo de pesquisa.

Buscando ainda maiores detalhes para compreensdao do mecanismo de
reacdo do 4(5)HMZ com DEDNPP, espectros sucessivos de RMN de 3P foram
adquiridos pelo monitoramento dos sinais das espécies envolvidas, como mostrado
na Figura 31. De fato, foi observado o consumo do triéster, levando ao aparecimento
do 4(5)HMZ-INT, que por sua vez sofre reacdo de hidrolise formando o produto final
DEP, presente desde o inicio da reacdo. Para o estudo cinético, foi realizado o
calculo das integrais dos sinais referentes a cada espécie, permitindo a
determinacdo de perfil da concentracdo relativa ao longo do tempo. Os perfis

cinéticos estdo mostrados na Figura 32.
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Figura 31. Espectros sucessivos de RMN de *'P{'H} obtidos da reac&do do 4(5)HMZ
(0,1 mol L) com DEDNPP (7,5x10° mol L") em pH 8,0 a 25 °C.

DEP

220 min

ST R

DEDNPP

il USRI W

intermediario

2 0 -2 -4 -6 -8 ppm

Figura 32. Perfil de concentrac&o vs tempo obtido por RMN de 3'P da reacao do
4(5)HMZ (0,1 mol L") com DEDNPP.
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Por meio de ajustes baseados em equacOes de velocidade para reacgbes
consecutivas (Equacdo 16), foram calculados os pardmetros cinéticos e o0s
resultados estdo apresentados na Tabela 18. O estudo cinético por RMN esta de
acordo com os resultados obtidos por UV-Vis (Tabela 15), tendo em vista as
similares constantes de velocidade de formacdo do intermediario. O 4(5)HMZ-INT
apresentou menor estabilidade perante a hidrolise em comparagdo aos x-MIPI
(Tabelas 8 e 18) e esse comportamento tem relacdo com a acidez dos derivados de
IMZ, visto que o 4(5)HMZ apresenta o menor valor de pK,y comparado aos xXMEI e,
portanto, trata-se de um melhor grupo abandonador (pKa M 6,54;%%8 pKa™E'>7,21,
Tabela 2).

Tabela 18. Parametros cinéticos referentes ao 4(5)HMZ-INT formado na reacdo do
4(5)HMZ com DEDNPP, obtidos pelos perfis mostrados na Figura 32.

Parametro ki, Mmin? ko, mint meia-vida, min

Valor 1,06x10°+6,86x10™ 0,033+1,4x10° 21,0

As andlises por RMN se mostraram em concordancia com 0s outros
resultados provenientes do estudo cinético e andlises por EM. Algumas evidéncias
foram observadas nos espectros de RMN, sugerindo que a reacao se processe via
nitrogénio do nucledfilo e, diante desses resultados, calculos teoricos foram
realizados visando estabelecer o caminho reacional mais favoravel e determinar qual

espécie no par tautomérico apresenta maior reatividade.

4.4.4. Célculos tebricos

Com a utilizacéo de técnicas de EM e RMN foi possivel confirmar a formacéo
do intermediario fosforilado na reacdo do DEDNPP com 4(5HMZ e, portanto,
reiterando 0s mecanismos propostos no estudo cinético. Porém, diante da
dificuldade da elucidagcédo estrutural plena e da necessidade de maiores detalhes
acerca das estruturas envolvidas e do efeito do substituinte, calculos foram
realizados para obtengédo de mais informacdes referentes a reatividade do 4(5)HMZ
na transferéncia do grupo fosfato do DEDNPP. A escolha do método de calculo foi

feita com base no estudo dos xMEI (vide supra), em que houve melhor
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reprodutibilidade dos dados experimentais com a utilizagdo do funcional B3LYP
combinado ao conjunto de base 6-31+G(d,p).

Para as reacOes envolvendo os ataques via nitrogénio ao fosforo pelos
tautbmeros 4HMZ e 5HMZ, calculos indicaram que a estrutura pentacoordenada
resultante da formacao da ligacdo N-P e clivagem da ligacdo P-O corresponde a um

ET, confirmando mecanismo concertado, como mostrado na Figura 33.

Figura 33. Estruturas dos ET via mecanismo Sy2(P) referentes a reacdo do 4HMZ e
5HMZ com DEDNPP em nivel B3LYP/6-31G+(d,p).

ET5HMZ ET4HMZ

_ _ I _ St
HO 0 OH -0
o !I
N-----P----- DNP Z "N----- P----- DNP
HN—/ /’—: HN—/ /’:
i EtO OEt | i EtO OEt |

No caso da reacdo ocorrendo via oxigénio, além do mecanismo no qual a
transferéncia do préton da hidroxila para o IMZ e o ataque nucleofilico do oxigénio
aniénico ocorreriam de maneira concertada, também foi proposto que essa reagao
ocorreria em duas etapas, com ataque do alcoxido posterior a abstracao do proton
pelo IMZ (Esquema 38). Apds obtencgéo das estruturas dos ET (ver apéndice), foram
determinadas as barreiras de ativacéo referente a cada uma das duas propostas, e 0
mecanismo em duas etapas se mostrou mais favoravel. Entretanto, mesmo assim, a
rota envolvendo o ataque nucleofilico pelo grupo OH do 4(5HMZ se mostrou

desfavoravel, apresentando elevado valor de energia de ativacdo (31 kcal mol™),
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sendo pelo menos 6 kcal mol' mais alta em comparacdo aos ataques pelo
nitrogénio, como mostrado na Figura 34. Assim, conforme esperado pelos estudos
cinéticos, a reacdo do 4(5HMZ com DEDNPP se da fundamentalmente pelo

nitrogénio do anel IMZ.

Esquema 38. Mecanismos propostos para o ataque do oxigénio do 4HMZ ao
DEDNPP.

1 Concertado | N(‘H /\‘? NO,

N6 P
HN_~" + EtO%/(CO
et EtC NO,
DEDNPP

Em etapas ,(\H TR
HN\/\/ HN\/\/

NO
~NH o‘/\ (ll;l) 2
HN_~/ + EtO*, O
et EtC - NO,
DEDNPP

Figura 34. Diagrama de energia livre de ativacéo (kcal mol™) das reacées de

clivagem do DEDNPP via nitrogénio do 4HMZ e 5HMZ e via oxigénio.
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Dentre os mecanismos de ataque via nitrogénio, foram obtidas energias de
ativacao similares para ambos os tautdmeros do 4(5)HMZ na reacdo com DEDNPP,
sendo o 5HMZ sutilmente mais reativo, apresentando barreira em torno de 0,1 kcal
mol? mais baixa que no caso do 4HMZ (Figura 34). Esses resultados s&o
interessantes, visto que no estudo da reagéo envolvendo o 4(5)MEI, o tautdmero de
maior impedimento estérico, ou seja, de menor reatividade (4MEI), apresentou
barreira de ativacdo 3 kcal mol* mais alta que seu par 5MEI, que por sua vez
apresentou a maior nucleofilicidade dentre os XMEI e IMZ (vide supra). Assim como
no 4MEI, na estrutura do ET envolvendo o 4HMZ, o substituinte causa impedimento
estérico no nitrogénio nucleofilico (Figura 33), e, consequentemente, seria esperada
grande diferenca de reatividade em relacdo ao 5HMZ. No entanto, isso nao foi
observado, o que pode ser explicado pelo grupo ‘CH,OH na posi¢cdo 4 no anel de
4(5)HMZ, que proporciona a formacéo de ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila e o
oxigénio da fosforila. Essa interacao estabiliza o ET, compensando o efeito estérico
causado pelo substituinte, facilitando a formacéo do intermediario. De fato, ligac6es
de hidrogénio sdo recorrentes e de grande importancia em diversos processos
enzimaticos.”® Em contrapartida, o 5HMZ, de forma semelhante ao 5MEI, n&o
apresentou efeito estérico evidente causado pelo substituinte na formacédo do ET,
entretanto, a ligacdo de hidrogénio intramolecular ndo € possivel, visto a grande
distancia entre os grupos OH e PO.

Para confirmar a importancia da ligacdo de hidrogénio na reatividade do
derivado 4(5)HMZ, a reacao de desfosforilagdo do DEDNPP com os tautdmeros do
4(5)-metoximetil-imidazol (4(5)MOMI, Esquema 39) também foi estudada mediante
abordagem tedrica. Essa molécula foi escolhida devido a similaridade estrutural com
relacdo ao 4(5)HMZ e também pelo grupo éter presente no 4(5)MOMI eliminar a

possibilidade de ligacdo de hidrogénio entre o substituinte do nucledfilo e o triéster.

Esquema 39. Par tautomérico do 4(5)MOMI e as reacbes com DEDNPP.

__________
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As estruturas otimizadas dos ET obtidos das reacdes envolvendo 4MOMI e
5MOMI estdo mostradas na Figura 35. Nesse caso, como ilustrado nas barreiras de
ativacdo da Figura 36, o efeito estérico é predominante no ataque do nitrogénio no
4MOMI, resultando em grande diferenca de reatividade entre os tautdmeros na
clivagem do triéster, quando em comparacdo ao 4(5)HMZ. Assim, o 4MOMI
apresentou barreira de ativacdo quase 3,5 kcal mol” mais alta que o 5MOMI,
mostrando que quando ndo ha compensacdo pela formacdo de ligacdo de
hidrogénio, o tautbmero com auséncia de efeito estérico apresenta reatividade
consideravelmente superior, como também observado experimentalmente no caso
do 4(5)MEL.

Figura 35. Estruturas dos ET via mecanismo Sy2(P) referentes as reacfes do
4AMOMI e 5SMOMI com DEDNPP obtidas com método B3LYP/6-31G+(d,p).

ET>5MoMml
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Figura 36. Diagrama de energia livre de ativacéo (kcal mol™) das reacdes de
clivagem do DEDNPP do 4MOMI e 5MOMI.
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Reagentes ET Intermediarios

Visando adquirir ainda mais detalhes acerca dos mecanismos, célculos IRC
referente as reacdes de desfosforilacdo mediadas por ambos os tautdmeros do
4(5)HMZ também foram realizados. De fato, o ataque nucleofilico do 5SHMZ resultou
em perfil compativel com mecanismo concertado (Figura 37), sendo observado
consideravel assincronismo apds o ponto maximo de energia (ET), indicado pelo
ombro em 5 amu™? bohr. Esse comportamento poderia ter sido resultante da
passagem por um iminente intermediario pentacoordenado, recorrente em reacfes

envolvendo triésteres de fosfato, %

gue nédo fora detectado, nesse caso, pelo
calculo da IRC. Porém, calculos posteriores desqualificaram essa hipétese,
revelando que a estrutura associada ao “ombro” no IRC nao correspondeu a um
minimo, mas sim a um ET de segunda ordem, e sua otimizacéo levou a formacéo do

intermediario de reacdo e DNP.
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Figura 37. Perfil da IRC da reacdo do 5HMZ com DEDNPP.
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Curiosamente, o célculo da IRC para a reacado do tautbmero 4HMZ com
DEDNPP, no sentido dos produtos (eliminacdo do DNP), finalizou logo apo6s o
primeiro passo. Apés diversas tentativas, foi levantada a hipotese de que esse
comportamento seria um indicativo da formacdo de um minimo ocasionado pela
forte ligacdo de hidrogénio OH-OP (Figura 33, ET*™™%), levando a um mecanismo
associativo, com a formacdo do intermediario pentacoordenado. Cabe ressaltar,
porém, que no calculo da IRC séo consideradas apenas as alteracdes na energia
eletronica do sistema na coordenada da reacgdo, néo incluindo a parte vibracional.
Na Figura 38 sdo mostrados os perfis de energia eletrénica (AE) e energia livre de
ativacdo ao longo da coordenada da reacdo com o 4HMZ, com diagrama de AG
mostrando que ndo ha formacdo de um minimo entre o ataque nucleofilico e a
liberacdo do DNP. Ou seja, a estrutura do ET da clivagem do DEDNPP por 4HMZ é
considerado um minimo eletronicamente, sendo, porém desqualificado pelo céalculo
da energia livre, comportamento compativel com uma superficie de energia muito
plana nas proximidades do ponto de sela. Esse conflito entre o calculo termoquimico
e da IRC é incomum, sugerindo que a reagdo ocorra via mecanismo concertado de

carater associativo, porém atingindo elevado nivel de assincronismo.
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Figura 38. Variacdo da energia livre e energia eletronica da reacdo do 4HMZ com
DEDNPP ao longo da coordenada da reacéo.
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Assim, a aplicacdo de metodologias teéricas no estudo da reacao do 4(5)HMZ
com DEDNPP permitiu acessar importantes detalhes acerca da reatividade do par
tautomérico, indicando que o 5HMZ é a espécie mais reativa e reafirmando o
mecanismo nucleofilico proposto experimentalmente. Além disso, foi possivel
mostrar que a capacidade de formacao de ligacdo de hidrogénio do 4HMZ com o
triéster, faz com que a reatividade entre os tautbmeros seja proxima, sendo o 5HMZ

apenas sutilmente mais reativo, por ndo apresentar efeito estérico significativo.

4.45. Conclusdes Parciais

A Figura 39 mostra um resumo dos resultados obtidos no estudo da reacao
do 4(5)HMZ com DEDNPP. O derivado apresentou elevado incremento catalitico na
clivagem do DEDNPP, comparado com a respectiva reacédo espontanea. Além disso,
foi observada reatividade sutilmente superior que a do IMZ em solugbes com pH
menor que 6. Por meio de estudos cinéticos e técnicas de caracterizacdo por EM e
RMN, foi possivel propor que o ataque nucleofilico pelo nitrogénio ao fésforo do
DEDNPP € mais favoravel em comparacao ao ataque via oxigénio da hidroxila. Aléem
disso, calculos tedricos permitiram sugerir que o 5SHMZ €& o responsavel pela
reatividade do derivado. Curiosamente, resultados de célculo mostraram que a

atividade catalitica do tautbmero 4HMZ é similar a do 5HMZ, devido a possibilidade
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de formacdo de ligacdo de hidrogénio entre o OH e a fosforila do triéster, que

estabiliza o ET e compensa o efeito estérico causado pelo substituinte. Essa

observacdo nos levou a investigar outros catalisadores com esse tipo de

propriedade, porém sem a penalizacdo causada pelo efeito estérico.

Figura 39. Resumo dos resultados obtidos para a reacdo do 4(5)HMZ com

DEDNPP.
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4.5. Design de novos catalisadores através de célculos tedricos

A proposicdo das hipoteses levantadas acerca da reatividade dos derivados
de IMZ abordados nesse trabalho, s6 foi possivel através da combinacdo de
metodologias teoricas e experimentais. Nesse contexto, vale ressaltar que a
utilizacéo de calculos tedricos serviu ndo apenas para elucidar os mecanismos, mas
também para propor os efeitos gerados pela inclusédo de um determinado
substituinte e sua relacdo com a reatividade.

De maneira geral, foi observado que grupos retiradores de carga, como NOo,
tém alta influéncia na reatividade do anel de IMZ, como revelado pela insignificante
reatividade dos farmacos BNZ e MTZ, além do derivado 4NZ, na clivagem do
DEDNPP. Curiosamente, a metila, mesmo se tratando de grupo indutor, fatores
estéricos e eletronicos atuam desfavorecendo a nucleofilicidade do IMZ, exceto
guando substitui o hidrogénio da posicédo 5 no anel. Essa conclusao foi evidenciada
pelo contraste entre as reatividades apresentadas pelos tautbmeros 4MEI e 5MEI,
além de outras observacfes (vide supra). Com relacdo ao substituinte contendo
hidroxila, no estudo da reacdo do 4(5)HMZ com DEDNPP, foi observado que a
possibilidade de formacao de ligacéo de hidrogénio com o substrato na formagéo do
ET € um fator importante a ser considerado. Esses resultados nos instigaram a
avaliar outros derivados com substituintes potencialmente doadores de ligacdo de
hidrogénio ou que proporcionem inducédo eletrbnica no anel de IMZ, visando
abaixamento das barreiras de ativagdo. Assim, tendo em vista a boa concordancia
entre as observacdes tedricas e experimentais, célculos DFT em nivel B3LYP
utiizando a funcdo de base 6-31+G(d,p) foram realizados para propor novos
catalisadores bifuncionais ainda mais eficientes, que possam futuramente ser
sintetizados e investigados experimentalmente. Essa estratégia pode representar
grande potencial na otimizacao do trabalho experimental.

Como mencionado, buscou-se investigar a competicdo entre (i) o efeito
indutivo causado por um substituinte no anel e (ii) a ligacdo de hidrogénio formada
com o substrato. Por meio de modelagem estrutural com troca de substituintes,
foram avaliados os efeitos dos grupos OH, NH,, isopropil (ip), e os desativadores
fracos F, Cl, Br e I, como mostrado no Esquema 40. Assim, calculos foram

realizados com nove derivados monossubstituidos, sendo o 2-hidroxiimidazol (2HZ),
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5-hidroxiimidazol (5HZ), 2-aminoimidazol (2AZ), 5-aminoimidazol (5AZ), 5-
isopropilimidazol (5IPZ), além dos quatro monohalogenados, 5-fluorimidazol (5FZ2),
5-cloroimidazol (5CIZ), 5-bromoimidazol (5BrZ) e 5-iodoimidazol (51Z). Devido a
influéncia preponderante do efeito estérico nas posi¢cdes adjacentes ao par elétrons
nao ligantes do IMZ e devido a alta reatividade observada para o 5MEI (sesséo 4.2),
todos os grupos foram avaliados na posicdo 5 do anel, ao passo que substituintes
potencialmente formadores de ligacdo de hidrogénio com a fosforila do DEDNPP,
como NH; e OH, foram também investigados na posicdo 2. Essa posicdo é
estratégica, visto que o grupo doador de ligacdo de hidrogénio estaria 0 mais
proximo possivel dos oxigénios do DEDNPP, favorecendo a interagéo.

Esquema 40. Derivados de IMZ propostos na reagdo com o DEDNPP.
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Como mostrado na Figura 40, as estruturas dos ETs pentacoordenados da
reacdo envolvendo cada um dos derivados propostos sao consistentes com
mecanismo concertado, exceto para o 2HZ, como discutido na sequéncia. Cabe
mencionar, ainda, que resultados de calculo IRC referentes a reacdo do 2AZ com o
triéster, mostraram elevado assincronismo, e esse comportamento € resultante da
formacdo de ligacdo de hidrogénio entre o NH e o grupo fosforila do DEDNPP
(Figura 40, ET(2AZ)). Esta interacdo estabiliza o ET, conferindo-o um carater mais

associativo, como ja discutido para o caso do 4HMZ (vide supra).
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Figura 40. Estruturas dos ET referentes as reag6es dos derivados de IMZ com
DEDNPP obtidas em nivel B3LYP combinado com a funcéo de base 6-31+G(d,p).
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Especificamente para a reacdo envolvendo o 2HZ, observou-se no calculo da
IRC que o ET resultante do ataque nucleofilico ao fosforo, leva inicialmente a
formacdo de um intermediario pentacoordenado, antes da liberagdo do DNP, como
ilustrado no diagrama de energia da reacdo na Figura 41. Cabe destacar que nos
casos do 4HMZ e do 2AZ, em que também se observa uma ligagdo de hidrogénio no
ET, a formacdo da ligacdo N-P e a quebra da ligacdo P-O (do DNP) ocorrem em
mecanismo altamente assincronico, tendendo ao associativo, porém ainda assim
concertado. Essas evidéncias indicam que a ligacdo de hidrogénio entre o OH do
2HZ com o grupo PO do triéster € suficientemente forte para tornar o mecanismo
associativo, estabilizando ainda mais estrutura pentacoordenada, tornando-a um
intermediario, em contraste ao 2AZ e 4HMZ. De fato, a estrutura do intermediario
pentacoordenado foi reotimizada, confirmando se tratar de um minimo de reacéo.
Além disso, no mecanismo Ay+Dy observado para o 2HZ, o ataque nucleofilico é
correspondente a etapa determinante da velocidade, visto que a barreira de 22,22
kcal mol™ (Figura 41) é muito mais alta que aquela referente & liberagéo do DNP, de

apenas 1,06 kcal mol™, indicando que a segunda etapa da reacéo deve ser rapida.

Figura 41. Diagrama de energia livre de ativacéo (kcal mol™) da reacdo de clivagem
do DEDNPP com 2HZ determinado via método B3LYP/6-31+G(d,p).
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Assim, as barreiras reacionais foram determinadas para todas as reagoes de
desfosforilacdo propostas, sendo ilustradas na Figura 42 aquelas obtidas para o
5HZ, 2AZ, 5AZ, 5IP e 2HZ (ambas as etapas). Para fins comparativos, também
foram incluidas aquelas referentes ao IMZ, 5MEI e 4HMZ. Da mesma forma que
para 0S outros casos mostrados em sessdes anteriores, a determinacdo das
energias de ativacao foi realizada considerando o0s reagentes infinitamente

separados.

Figura 42. Barreiras de ativacao das reacdes dos derivados de IMZ com DEDNPP
(B3LYP/6-31+G(d,p)). Para o 5CIZ AG*=37,2 kcal mol™, omitida para facilitar a
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No caso dos derivados substituidos em 5 (5HZ, 5AZ, 5AZ e 5IP), foi
observado que apenas o NH, contribui para aumentar a nucleofilicidade do IMZ, em
comparacao ao anel nao substituido, além do CHgs, ja discutido na sesséo 4.2. O
grupo NH; foi sutilmente mais efetivo que a metila, sendo observados abaixamentos
de 0,22 e 0,17 kcal mol™ na energia de ativacdo da reacdo com DEDNPP (Figura
42), respectivamente, em relacdo ao IMZ. Esse comportamento pode ter origem na
hiperconjugacédo mais efetiva ocasionada pelo par de elétrons ndo ligantes do NH,
com o sistema n do anel de IMZ, em comparagdo a ligacdo C-H do CHsz. Em

contrapartida, o grupo OH elevou em 0,74 kcal mol™ a barreira reacional de clivagem
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do triéster em relacdo ao IMZ ndo substituido, indicando que na competicdo de
interacdes eletrébnicas com o anel, o efeito retirador sigma do oxigénio prevalece a
sua doacao hiperconjugativa, em contraste ao observado com o NH,. A inclusédo do
grupo ip no IMZ nao resultou em maior nucleofilicidade do anel de IMZ, visto que a
energia de ativacdo do 5IPZ foi cerca de 0,53 kcal mol™ mais alta em relacdo ao
derivado 5MEI, que por sua vez apresenta substituinte menor. Essa observagéo
indica que o aumento do grupo alquilico visando aumentar o efeito indutivo ao IMZ
nao acarreta em aumento da nucleofilicidade. Cabe ressaltar, todavia, que o 5IP
mostrou-se mais reativo que o derivado hidroxilado 5SHMZ (Figura 42), indicando que
0 grupo OH ligado ao metileno diminui a atividade nucleofilica do IMZ, por retirar
densidade eletrbnica do carbono ligado ao anel. Todos os halogénios (5FZ, 5CIZ,
5BrZ e 51Z) avaliados reduziram drasticamente a reatividade do IMZ, reiterando a
sensibilidade da reatividade do IMZ na presenca de grupos desativadores, como
mostrado experimentalmente para o grupo nitro no 4NZ (vide supra). A menor
barreira reacional dentre os desativadores foi obtida com o derivado 5CIZ, porém
ainda 12,8 kcal mol™ mais alta que a do IMZ.

O substituinte que mais influenciou na reatividade do IMZ foi observado com o
OH na posicdo 2, que levou a reducdo de 0,72 kcal mol™ na barreira reacional em
relacdo ao IMZ, considerando ambas as etapas do mecanismo. Esse resultado,
como mencionado, tem origem na formacdo de forte de ligacdo de hidrogénio
OH"OP, que proporciona estabilizacdo do ET (Figura 41), levando a formacéo de
um intermediario pentacoordenado. Essa interacdo, portanto, € prevalecente ao
efeito indutivo causado por esse ou outros grupos na posi¢cao 5. O grupo amino na
posicdo 2, por sua vez, acarretou na diminuicdo da nucleofilicidade do derivado 2AZ,
comparado ao IMZ, elevando a energia de ativacdo em 1,32 kcal mol™’. Esse
resultado indica que a formacdo de ligacdo de hidrogénio do tipo NH"OP é mais
fraca, sendo o abaixamento de energia que seria resultante dessa interacdo é
penalizado com impedimento estérico no nitrogénio nucleofilico do IMZ, causado
pelo préprio grupo amino (Figura 40).

A utilizacdo de espectroscopia vibracional tem sido uma importante
ferramenta na investigacdo de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares em
diversos sistemas.*** Assim, as frequéncias (v) e intensidades (I) de estiramento

OH e NHy, presentes nos ET das reagdes envolvendo os derivados 4HMZ, SHMZ,
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2HZ (nesse caso considerando o ET%), 2AZ, 5AZ e 5HZ, foram analisadas para
averiguar a dependéncia da forca da ligagéo de hidrogénio com a reatividade desses
derivados de IMZ. Os resultados dessa analise vibracional indicam que, nos casos
em que 0s grupos estdo suficientemente proximos ao centro nucleofilico do IMZ e,
portanto, aptos a formar ligacdo de hidrogénio com o triéster na estrutura do ET
(4HMZ, 2HZ e 2AZ), ha o chamado efeito batocromico. Esse efeito tem relacdo com
o abaixamento da frequéncia de estiramento OH ou NH; acompanhado pelo
aumento da intensidade desse modo de vibracdo, em comparacdo com aquelas
calculadas para os ETs contendo esses substituintes em posicao mais distante ao
centro nucleofilico (5HMZ, 5HZ e 5AZ). Os resultados estdo compilados na Tabela
19. O efeito batocrdmico € condizente com a presenca de ligacdo de hidrogénio, que
leva ao enfraquecimento da ligacdo covalente OH ou NH e acarreta na diminui¢ao
da frequéncia do modo vibracional.*** Na tabela 19 também estdo mostradas as
diferencas nas frequéncias e intensidades das bandas de estiramento, calculadas
para cada par de isdbmeros de posicdo. Como pode ser observado, o 2HZ
apresentou a maior diferenca na intensidade e frequéncia de estiramento do grupo
OH em relacdo ao seu isbmero (5HZ), sugerindo que apresente a ligacdo de
hidrogénio mais forte comparado ao 4HMZ, seguido do 2AZ, sendo esse, por sua
vez, 0 que apresenta a ligacao de hidrogénio mais fraca (Tabela 19). De fato, essa
ordem esta em concordancia com a reatividade apresentada por esses derivados,
sendo 2HZ>4HMZ>2AZ, como ilustrado na Figura 43, indicando que a ligacédo de

hidrogénio é, de fato, a interacdo que governa sua reatividade.

Tabela 19. Frequéncias (v) e intensidades (I) de estiramento OH/NH, (B3LYP/
6-31+G(d,p)) nos ETs envolvendo os derivados 2HZ, 5HZ, 4HMZ, 5SHMZ, 2AZ e 5AZ
em reacdo com DEDNPP e as variagcbes de frequéncias (Av) e intensidades

vibracionais (Al) entre os ETs com e sem ligacéo de hidrogénio.

2HZ® 4HMZ 2AZ° 5HZ 5HMZ 5AZ°

v(cm™) 3171,3 3542,8 3508,5 3790,0 3791,3 3523,9
Intensidade (I) (km mol™®) 1656,1 8152 20557 267,2 91,5 55,9
Av (cm™) 618,7 2485 154 - - -
AT (km mol™) 1388,9 723,7 149,67  -- - -

2 considerando o ET*,” modo simétrico.
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Figura 43. Ordem de reatividade do 2HZ, 2AZ e 4HMZ em reagao com DEDNPP e

estruturas dos ET. Av e Al em relacdo aos respectivos isbmeros de posicao.
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Além disso, comparando os derivados hidroxilados, a conformacédo na regido

2HZ
T

do ataque nucleofilico no E € mais favorecida, ja que a ocorréncia da ligacdo de

hidrogénio leva a formagdo de um anel de 6 membros (“N=C-O-HP=0", Figura

43), enquanto no ET*™?

observa-se um anel de 7 membros, devido a presenca do
grupo extra (metileno), que acarreta num aumento de efeito estérico com a fosforila.
Assim, foi possivel quantificar a importancia da capacidade de formacao de ligacédo
de hidrogénio entre o derivado de IMZ e o triéster de fosfato. Essa interacédo acarreta
em aumento da reatividade de derivados de IMZ, consequéncia observada
principalmente no caso do 2HZ, que se mostrou o catalisador mais reativo dentre
todos os estudados nesse trabalho, levando a um mecanismo Ay+Dy,

diferentemente dos demais que apresentaram caminho AyDy.
4.5.1. Conclusdes Parciais

A aplicacdo de metodologias de calculo permitiram avaliar a reatividade de
derivados de IMZ, considerando o efeito causado por grupos em posicdes
estratégicas (2 e 5) e as consequéncias nos mecanismos de reacéo de transferéncia
do grupo fosforila. Dentre os nove derivados avaliados, os monohalogenados
apresentaram as menores reatividades, com substituintes influenciando
intensamente no aumento das barreiras de ativacdo nas reacdes com o DEDNPP
devido ao seu carater retirador eletrénico. Em contrapartida, as maiores reatividades

foram observadas com o 2HZ, devido a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio
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entre o OH e a fosforila na estrutura do ET, e com o0 2AZ, pela ativagao do anel por
efeito indutivo, sendo ambos mais reativos que o IMZ nao substituido. Apesar disso,
dentre esses dois fatores, a capacidade de formacéao de ligacdo de hidrogénio entre
o nucledfilo e o éster de fosfato se mostrou preponderante, visto que o 2HZ
apresentou a menor barreira de ativacdo na reacdo com o triéster, além de ter
levado a mudanca de mecanismo de concertado, como nos outros casos, para
associativo. A doacao de ligacdo de hidrogénio entre o substituinte e a fosforila
também foi observada no 4HMZ e 2AZ, como sugerido pela andlise vibracional do
efeito batocrémico. Porém, essa interagdo é mais forte no 2HZ, seguido pelo 2AZ e
4HMZ, acompanhando a ordem de reatividade e confirmando sua importancia na
reatividade dos derivados.

Como ilustrado na Figura 44, calculos indicam o 2HZ como catalisador
monossubstituido mais reativo, e os resultados agregam informacdes acerca da
reatividade de derivados de IMZ para estudos futuros, visando a projecao de novos
catalisadores, sugerindo principalmente a importancia de interacdes locais com
envolvimento do grupo OH. De fato, seja visando aplicacbes em sensores para
monitoramentos de pesticidas ou em processos de funcionalizacdo de materiais,'** a
busca por catalisadores derivados de IMZ com a melhor atividade catalitica é
estratégica. Cabe ressaltar, ainda, que a aplicagdo de métodos tedricos é
fundamental, ndo apenas otimizacdo do trabalho experimental, mas também para

permitir acesso a detalhes importantes no tocante a reatividade dos catalisadores.

Figura 44. Derivados de IMZ mais reativos na desfosforilagdo do DEDNPP e
possiveis aplicacdes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho, as reacfes do triéster DEDNPP com os farmacos ABZ, BNZ,
MTZ e MMZ e os derivados 1MEI, 2MEI, 4(5)MEI e 4(5)HMZ foram detalhadamente
estudadas, com foco na influéncia de substituintes. Com a associagdo de
metodologias tedrico-experimentais, foi possivel elucidar diferentes aspectos de sua
reatividade, como as contribuicbes estéricas e eletrdnicas, o0 antagonismo entre
basicidade e nucleofilicidade e a influéncia do meio, como ilustrado na Figura 45.

O MMZ apresentou surpreendente reatividade com DEDNPP em contraste
aos outros medicamentos e, devido ao seu carater nucleofilico ambidentado,
observaram-se caminhos reacionais competitivos. Na forma neutra, o MMZ tem
ataque nucleofilico preferencial do nitrogénio ao fosforo, enquanto sua espécie
anidnica tende a reagir por mecanismo de substituicdo nucleofilica aromatica pelo
enxofre, sendo a reacdo modulada pelo pH. Pode-se considerar que a sua elevada
reatividade pode levar a ocorréncia de reacdes indesejaveis no organismo ou
interacfes medicamentosas, incitando pesquisas especificas nesse sentido.

Os xMEI também apresentaram elevada atividade catalitica na clivagem do
DEDNPP, com reatividade correspondente a 4(5)MEI>IMZ>1MEI>2MEI, sendo
independente do pKay. Assim, frente ao seu carater eletrénico doador, o efeito da
metila no IMZ é antagbnico. Por analises de RMN, foi possivel distinguir a
reatividade dos tautdbmeros do 4(5)MEI, sendo o 5MEI o responsavel pela alta
nucleofilicidade do par tautomérico e o Unico xMEI mais reativo que o IMZ. Célculos
tedricos mostraram que a baixa reatividade do 2MEI e 4MEI esta ligada ao efeito
estérico causado pela metila, enquanto a maior reatividade do 5MEI foi atribuida ao
orbital oy N de alta energia. No estudo do efeito do solvente na reatividade do IMZ e
1MEI, foi mostrado que o IMZ é mais solvatado em meios mais aquosos, por atuar
como doador e receptor de ligacdo de hidrogénio, enquanto o 1MEI atua apenas
como receptor. Logo, a menor capacidade de formacdo de ligagcdo de hidrogénio
pelo meio, leva ao aumento na reatividade do IMZ em relacdo ao 1MEI.

Na reacdo do 4(5HMZ com DEDNPP, um intermediario de reacdo foi
detectado por analises por EM e RMN e resultados sugeriram o ataque pelo
nitrogénio. Calculos tedricos mostraram que o ataque nucleofilico do nitrogénio de
ambos os tautdbmeros do 4(5)HMZ tem pouca diferenca nas barreiras reacionais,

porém é sutiimente menor para o 5HMZ, pela auséncia de impedimento estérico. Em
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relacdo ao 5SHMZ, a reatividade similar apresentada pelo 4HMZ, € devida a formacao
de ligagdo de hidrogénio com a fosforila do DEDNPP na formagédo do ET, que
compensa o efeito estérico causado pelo substituinte.

No desenvolvimento tedrico de um catalisador otimizado baseado no IMZ, o
catalisador que apresentou maior reatividade foi aquele com OH na posi¢éo 2 do
anel (2Hz), devido a formacdo da ligacdo de hidrogénio entre o substituinte e a
fosforila do DEDNPP. Essa interacdo foi o fator responsavel para a formacdo de um
minimo de estrutura pentacoordenada, reduzindo a barreira de ativacdo para a
clivagem do triéster. Assim, a capacidade de formacéo de ligacdo de hidrogénio &
um fator importante a se considerar na projecao de catalisadores nucleofilicos.

Os

desenvolvimento de novos catalisadores para transferéncia do grupo fosforila,

resultados alcancados com esse trabalho podem nortear o

visando a deteccao ou detoxificagdo de pesticidas. Ainda, derivados de IMZ podem

ser utilizados para funcionalizacdo de materiais, projecdo de sensores ou até mesmo

atuando diretamente, via catalise homogénea, na degradacéo de organofosfatos.

Figura 45. Resumo geral das conclusdes desse trabalho.
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A seguir estdo apresentadas as tabelas e graficos de dados experimentais,

espectros e coordenadas cartesianas das estruturas obtidas pelos calculos tedricos.

A. Dados experimentais

Tabela A.1. Dados de perfil de pH (k1 vs pH) para reacdo do MMZ a 0,5 mol L™ com
DEDNPP a 25°C.

Dimerizagdo do MMZ
MMZ+DEDNPP _
(solucao apenas com o nucleofilo)

pH ki (s™) pH ki(s™) pH ko (s™)
7,08 | 527x10° | 9,93 | 0,0082 7.5 1,93x10°
7.3 5,44x10° | 10,2 |0,01292 8,5 3,17x10™
7.9 1,51x10% | 10,47 | 0,0274 9,5 8,57x10™
8,2 1,90 x10* | 11,11 | 0,0849 10 1,00x10*
8,5 6,50 x10°% | 11,47 | 0,168 10,5 1,89x10*
8,92 | 8,82x10* | 11,68 | 0,2104 10,7 2,19x10™7
9,2 0,00169 | 11,96 | 0,267 11 3,44x10™%
9,39 0,0032 12,25 | 0,341 11,22 5,60x10™
9,6 0,00369 11,52 8,31x10™%

Tabela A.2. Dados de perfil de pH (kops Versus pH) para reacdo do 1MEI, 2MEI e
4(5)MEl a 0,5 mol L* com DEDNPP a 25°C.

1MEI 2MEI 4(5)MEI
pH Kobs (5_1) pH Kobs (S_l) pH Kobs (S_l)
55 | 2,65x10% | 6,49 | 1,21x10" | 55 2,45 x10™
6 | 656x10% | 7,02 | 3,22x10* | 6 6,77 x10™
6,5 | 000149 | 7,51 | 6,46x10* | 6,5 0,00169
7 0,003 7,91 | 0,00104 7 0,00357
73 | 000426 | 851 | 0,00167 | 7,5 0,0069
75 | 000482 | 9,04 | 0,00201 8 0,01
8 0,00566 | 9,46 | 0,00216 | 8,5 0,0124
8,5 | 0,00605 | 10,03 | 0,00231 9 0,01346
9 0,0061 9,5 0,01369
10 | 0,00631 10 0,01379
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Tabela A.3. Dados cinéticos (kops) da reacéo de solvolise do DEDNPP e das reacdes
do IMZ e 1IMEI com DEDNPP em cada fragdo molar da mistura DMSO/H,0 a 25°C.

Solvolise do DEDNPP IMZ+DEDNPP 1MEI+DEDNPP
Fracéo Fracéo Fracéo

molar Kobs (™) Molar | kobs (5) | Molar | kops (s™)
(DMSOQ) (DMSO) (DMSOQ)

0 3,59956X10° 0 0,01402 0 0,0097
0,1 3,33043X10° 0,1 0,01026 0,1 0,00704
0,2 3,18735X10° 0,2 0,0101 0,2 0,00706
0,3 3,10377X10° 0,3 0,0134 0,3 0,00856
0,4 2,17465X10° 0,4 0,01864 0,4 0,01132
0,5 2,35841X10° 0,5 0,01402 0,5 0,0097
0,6 2,22137X10° 0,6 0,02262 0,6 0,01226
0,7 1,98477X10° 0,7 0,02596 0,7 0,0137
0,8 2,01303X10° 0,8 0,03324 0,8 0,01434
0,9 1,91329X10° 0,9 0,03738 0,9 0,01766

1 1,98889X10° 1 0,04136 1 0,01818

Tabela A.4. Dados de perfil de pH (kops Versus pH) para reacao do 4(5)HMZ a

0,2 mol L' com DEDNPP a 25°C.

pH kobs () | PH | Kkobs(s™
55 9,95X107 8 7,68 X10™
6 2,33X10% | 8,5 | 8,28 x10*
6,3 3,58 X10™ 9 8,05 X10™
6,8 5,16 X10% | 9,5 | 8,12 x10*
7 6,39 X10*% | 10 | 8,21 x10*
7.5 6,66 X10* | 10,5 | 8,35 x10*
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Figura A.1. A. Plot de Eyring da reacéo do DEDNPP (3,75x10° mol L™) com MMZ
(0,5 mol L™). B. Perfil de concentracéo da reacédo do DEDNPP (3,75x10™° mol L™
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Figura A.3. Expansao dos espectros de RMN de *H (600 MHz) do DEDNPP
(1,5 x 10° mol L) e 1MEI (0,1 mol L) puros, mostrando a faixa de 9,0 a 6,6 ppm,
empH 8,5 e 25 °C.
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Figura A.4. Expansao dos espectros de RMN de *H (600 MHz) do DEDNPP
(1,5 x 10° mol L) e IMEI (0,1 mol L™Y) puros, mostrando a faixa de 4,5 a 1,2 ppm,
empH 8,5e 25 °C.
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Figura A.5. Espectros de RMN de *H para a reacéo do DEDNPP (7,5 x 10™ mol L)
com 2MEI (0,3 mol L™, 25% de D,0O, pH 8,5 e 25 °C.
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Figura A.6. Espectros de RMN de *H para a reacdo do DEDNPP (7,5 x 10 mol L™
com 4(5)MEI (0,04 mol LY, 25% de D,O, pH 8,5 e 25 °C.
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Figura A.7. Mapa de correlacéo direta *H-**C da reacéo do DEDNPP (7,5 x 10™ mol
L) com 1MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.8. Expansado do mapa de correlacdo direta *H-'*C enfatizando as
correlacées dos nucleos de hidrogénio aromaticos na reacéo do DEDNPP (7,5 x 107
mol L") com 1MEI (0,3 mol L™Y).
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Figura A.9. Expansdo do mapa de correlagéo direta *H-*C enfatizando as
correlacbes dos grupos etila na reacdo do DEDNPP (7,5 x 10 mol L™) com 1MEI

(0,3 mol LY.
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Figura A.10. Mapa de correlagéo a longa distancia *H-**C da reacéo do DEDNPP
(7,5%x10° mol L") com 1MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.11. Expans&o do mapa de correlagéo a longa distancia *H-"*C enfatizando
as correlacdes dos nucleos de hidrogénio aromaticos na reagcdo do DEDNPP
(7,5 x 10° mol L) com 1MEI (0,3 mol L™).

NS |

— ppm
L .
° X % Q ' 0 125
' e 5
130
o
9} 135
Q
& 140
. @ E
. LR - . 145
°
. . (—
0 ! - o [150
155
o
160
o
- F165
0

170

'

° 0°
, : F17s
. 2 0
0

T T T T T T T T T T T T 180
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 22 7.0 6.8 Ppm

Figura A.12. Expansdo do mapa de correlacdo a longa distancia *H-*C enfatizando
as correlacdes dos nucleos de hidrogénio alifaticos na reacdo do DEDNPP
(7,5 x 10 mol L") com 1MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.13. Mapa de correlacéo a longa distancia *H->'P da reacdo do DEDNPP
(7,5%10° mol L") com 1MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.14. Mapa de correlacéo a longa distancia *H-*'P enfatizando as
correlacées dos hidrogénios aromaticos na reacdo do DEDNPP (7,5%x10° mol L™)
com 1MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.15. Mapa de correlacéo a longa distancia *H-*'P enfatizando as
correlacBes dos grupos etila na reacdo do DEDNPP (7,5x10° mol L™) com 1MEI
(0,3 mol LY.

ha A

Figura A.16. Mapa de correlacdo a longa distancia *H-*'P da reacdo do DEDNPP
(7,510 mol L") com 2MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.17. Mapa de correlacéo a longa distancia *H-**C da reacéo do DEDNPP
(7,5%10° mol L") com 2MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.18. Mapa de correlacéo direta *H-**C da reacdo do DEDNPP
(7,510 mol L") com 2MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.19. Expansdo do mapa de correlaco direta *H-'*C enfatizando as
correlagdes dos nucleos de hidrogénio arométicos na rea¢cdo do DEDNPP
(7,5 x 10° mol L'™*) com 2MEI (0,3 mol L ™).
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Figura A.20. Expansédo do mapa de correlacdo direta *H-'*C enfatizando as
correlacdes dos nucleos de hidrogénio arométicos na rea¢cdo do DEDNPP
(7,5 x 10 mol L") com 2MEI (0,3 mol L™).
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Figura A.21. Mapa de correlacéo a longa distancia *H-*'P da reacdo do DEDNPP
(7,5x10° mol L") com 4(5)MEI (0,04 mol L™).
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Figura A.22. Mapa de correlacdo a longa distancia *H-*C da reacdo do DEDNPP
(7,5%x10° mol L) com 4(5)MEI (0,04 mol L™).
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Figura A.23. Mapa de correlacéo direta *H-**C da reacdo do DEDNPP
(7,5x10° mol L") com 4(5)MEI (0,04 mol L™).
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Figura A.24. Expansdo do mapa de correlacdo direta *H-'*C enfatizando as
correlagdes dos nucleos de hidrogénio arométicos na reacdo do DEDNPP
(7,5 x 10 mol L") com 4(5)MEI (0,04 mol L™).
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Tabela A.5. Dados de RMN (600 MHz, H,O/D,0 a pH 8,5 e 25 °C) das espécies 2MEI, 4(5)MEI, DNP e DEDNPP.

1 2 3 4 5 6 717’ 8/8’
6 7,09s 7,09 s 2,45 s
iH:‘ O (1H) (1H) (3H)
1 2
HN S N3
5)=(4
H H o¢ 147,5 122 122 14,2
2MEI
H 7,08 s 6,87 q 2,23d
1 2 5 S
HN"SN (1H) (1,1, 1H) (1,1, 3H)
sy
CH;
6 S¢ 137 119,4 133,9 12,7
4(5)MEI
H, ,NO2 5 8,85 dd 8,09 dd 6,74 dd
0O,N-2 o 4 (3,1, 0,7, 1H) (9,7,3,1,1H) (9,7,0,7, 1H)
6
VAR
Sc 1734 135,7 127,6 139,1 131,4 128,4
DNP
. N, O 5 8,99 dd 8,63 dd 7,80 dd 4.38 dq 1.39 td
2
o = OJ{-OC’HZSH : (2,7,0,9, 1H) (9,2,2,7,1H) (9,2,09, 1H) (8.6,7,1,4H) (7.1, 1,0, 6H)
OCH,CH
d h 7% °  §c 150,3 142,7 124,3 148,7 132,3 126 69,4 17,9
DEDNPP 50 25

"Nao foi atribuido devido a sobreposicéo de sinais.



Tabela A.6. Dados de RMN (600 MHz, H,O/D,0 a pH 8,5 e 25 °C) das espécies 4-MIPI, 5-MIPI, 2-MIP| e DEP.
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2 4 5 6 717 8/8’
o9 [ 7,83 6,88 2,33 d 4,25 dq 1,33 td
(R Proenin (8.3,7,2,
N,‘ 6CH CI-2I 3 (sobreposto) (sobreposto) (1,1, 3H) 4H) (7,2, 0,7, 6H)
5 4 2203
H c Hs ' &¢c 136,6 132,2 133,4 # 69,2 17,8
A-MIPI Ll 5.2
HoO By 7.91s 7,05 q 2,20 d 4,22 dq 1,32 td
hékw’Ff""'OéHzéHa (1H) (1,3, 1H) (1,3, 3H) Gt @1086H)
)5=4< OCH2CH3 ) ) L i) 4H) ) ) ) L
HC -~ H 7 8 5¢c 141,7 117,9 142,9 # 68,9 17,7
5-MIPI Sp -5,6
6 5 7,32d 7,02 d 2,53s 4,27 dq 1,35 td
CH; O i (8,6, 7,1
7' 8‘ 1 L b )
)\N3 wOCH,oH, (1,7, 1H) (1,7, 1H) (3H) aH) (7,1, 1,0, 6H)
)——( OCHZCH3 5 151,3 124,3 130,8 16,7 69,4 17,9
2 MIPI Sp -4,9
0 5 3,92 dg 1,25 td
T 8'
-0~ T ™OCH,CH, ot (1,09,6H)
OCH,CH,
723 5 64,1 18,3
DEP 5p 0,8

"Nao foi atribuido devido a sobreposicéo de sinais.
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Figura A.25. Espectros de RMN de 'H para a reacgéo de 0,1 mol L™ DEDNPP com
0,11 mol L™ 4(5)HMZ, 25% de D,0, pH 8,5 e 25 °C.
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Figura A.26. Mapa de correlacdo a longa distancia HMBC (*H: 400 MHz; *'P: 161,9
MHz) para a reacéo de 0,1 mol L* DEDNPP com 0,11 mol L™* 4(5)HMZ, pH 8,5 e

25 °C.
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Figura A.27. Mapa de correlacéo a longa distancia HMBC (*H: 400 MHz; **C: 100
MHz) para a reacéo de 0,1 mol L™* DEDNPP com 0,11 mol L™ 4(5)HMZ, pH 8,5 e 25
°C.
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Figura A.28. Mapa de correlagéo direta HSQC (*H: 400 MHz; *C: 100 MHz) para a
reacdo de 0,1 mol L* DEDNPP com 0,11 mol L™ 4(5)HMZ, pH 8,5 e 25 °C.
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Tabela A.7. Dados de RMN (600 MHz, H,O/D,0 a pH 8,5 e 25 °C) das espécies 4(5)HMZ e do intermediario 4(5)HMZnPI.

1 2 3 4 5 6 7T 8/8’
o 5 773s 711s 4,60 d
N " (1H) (1H) (2H)
HSJG ¢ 8¢ 139,0 120,2 139,6 58,7
4(5)HMZ
40 5 8,03 d 7,34 s 4,58s 4,27 dq 1,34t
| 7 & H
h\i&/ﬁ.ﬂ"o&.zém (1,4, 1H) (1H) os (2H) (8,8,7,0,4H) (7,1, 0,9, 6H)
== OCH,CH ,
SRR A 143,1 60,7 69,7 18,0

4(5)HMZnP! 5. 5.7
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Figura A.29. Espectro de massas no modo negativo adquirido durante a reacao do
MMZ a 0,5 mol L-1 com DEDNPP 7,5x10°° mol L™ em pH 10,5 a 25 °C.
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Figura A.30. Espectro de massas no modo negativo adquirido durante a reacéo do
4(5)HMZ a 0,2 mol L™ com DEDNPP 7,5x10> mol L em pH 8,5.
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Figura A.31. ESI-MS/MS do sinal em m/z 183 Da (DNP) obtido da reacéo do
4(5)HMZ a 0,2 mol L™ com DEDNPP 7,5x10° mol L em pH 8,5.
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B. Dados tedéricos

A seguir estdo mostradas as estruturas dos ET referentes ao ataques do MMZ
aniénico ao DEDNPP e do ataque pelo oxigénio do 4(5)HMZ ao triéster. Além disso,
sdo apresentadas as coordenadas cartesianas dos minimos e ET mais relevantes
referentes a todas as reacfes dos derivados de IMZ com DEDNPP obtidos pelos

calculos tedricos em nivel B3LYP utilizando conjunto de base 6-31+G(d,p).

Esquema A.1. Mecanismos propostos para a reagdo do MMZ aniénico com
DEDNPP via Sy2(P) e SyAT.

{ Sn2(P) via N } CET(NP)
o
s NO: Rs
H3C\N /ESQ -0 — H3C\N\iN—-—-—/F.3_ ----- DNP— Produtos
L ERs U NO, EtO OEt
| SwaP)vias | Ers
o t
s fie No2 nl s |P| DNP|_ »
HsC AN £to-Po -~ Qm/ 1 Produtos
=/ EtO NO, N  EtO OEt
 ET,(S+C)!
e
CH
N % Ot
HiC.NSN  Eto-Po — £ $-NO,
\—/ EtO NO, O
i NO,
] . |
CH; ", OEt /CH3 Q /OEt
r "f>\s 60’ "OEt » s OEt
Produtos <— 'IB_ NO, |=— No2
N02 NOZ

7777777777777777777777777777777777

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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Figura A.32. Estruturas dos ET e intermediario CM da reagdo com MMZ ani6nico
com DEDNPP, referentes aos ataques do nitrogénio ao fosforo (NP), enxofre ao

fésforo (SP), e enxofre ao carbono aroméatico (S~C, CM, C~0), de acordo com 0

Esquema A.1.

ET(SP)

Q

ET(N-P)

Q

o

ET,(S~C) ET,(C-0)
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Figura A.33. Estruturas dos ET referentes a rea¢édo do 4(5)HMZ com DEDNPP em

mecanismo de duas etapas (A) e concertado (B).

A

Duas
etapas

B

Concertado

B.1. Coordenadas cartesianas (xyz) da conformacédo mais estavel do DEDNPP

OO0OO0O0O0OOIITOIIIOIIOIIOOOOO®

-2,00113500
-1,59784900
-3,25642900
-2,30242900
-0,84267900
-3,41242900
-2,54796300
-3,42649000
-2,65961800
-3,63158900
-1,90304500
-4,70585800
-4,84850000
-5,55925500
-4,67932600
-2,69831100
-2,96178500
-3,45054900
-1,72284400

0,49865800

1,38176600

1,03220600

2,75795400

2,40429000

0,44021400
0,33956900
-0,38306400
1,93049200
-0,14660100
-1,83186200
-2,34065800
-1,98069400
2,31034000
1,86468900
1,89294600
-2,26350400
-3,33475600
-1,72775900
-2,09296200
3,81912200
4,11877800
4,22526600
4,24976800
0,05454500
-1,03636200
1,32343400
-0,87151300
1,50772100

0,74125500
2,17054700
0,23937200
0,29906400
-0,28156800
0,48986600
0,05725500
1,57182400
-1,08396500
-1,30522500
-1,75262800
-0,16022700
0,01638600
0,26639100
-1,24076600
-1,14773500
-2,16759400
-0,46468900
-0,90251000
-0,15824000
-0,31117400
0,09735700
-0,19834200
0,18998300



o0z00ZTITOIT

0,36389700
3,24979100
3,42123300
2,81187600
0,89990700
1,57518700
-0,13439600
4,69349500
5,12621700
5,42073300

2,16838500
0,40478100
-1,71846700
2,49353400
-2,38871700
-3,33161900
-2,53042500
0,58996300
1,73671600
-0,40634400

0,21268400
0,04146200
-0,31306400
0,37554600
-0,58686200
-0,16007800
-1,24174700
0,14012800
0,29772700
0,06428500
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B.2. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do MMZ neutro via ataque do

nitrogénio ao foésforo

IOIOVIZITZ00000Z00ZTIITO0OITIO0OO0O0O0OO0OO0OIIIOIIIOIIOIIOOO0OO0OO0O™®

-0,89213400
-0,68848900
-1,42576200
-0,91078000
0,78388500
-2,03429600
-1,29227300
-2,89506500
-0,34451600
-0,67782200
0,74371200
-2,44267800
-2,90308900
-3,17261100
-1,57585500
-0,84459700
-1,93657800
-0,51438300
-0,43534600
1,91335500
3,11779100
2,00814300
4,32641000
3,20759700
1,11939800
4,36393500
5,21956000
3,25596900
3,14461400
4,01774900
2,32034700
5,62433500
5,64537000
6,63675700
-5,10104000
-3,82549800
-3,77874300
-5,06468100
-3,44443400
-2,99884400
-6,02088400
-3,30252900
-2,00340500
-6,19291500
-6,29344200

0,23536400
-0,65600400
1,74512700
-0,32970900
0,89671800
2,31529800
2,28292800
1,70061600
0,36409700
1,40391400
0,32879700
3,73425700
4,18381600
3,75398600
4,33964100
-0,35828300
-0,32989200
-1,40167000
0,13617200
0,21563200
0,88852900
-1,17659800
0,21371100
-1,85045800
-1,72136000
-1,14904400
0,75299700
-2,91250100
2,31789500
2,74459100
3,05475100
-1,85056900
-3,06795000
-1,21313400
-0,25398300
0,17329900
-1,03807100
-1,02075400
0,79711000
-0,32202700
-0,09230400
-1,92326000
-1,52928500
-1,74043800
-1,48968400

0,11655300
-1,08090200
0,06832200
1,61212800
0,21176900
-1,13873900
-1,94093300
-1,41443500
2,78189600
2,75916200
2,70933400
-0,81111800
-1,69717300
0,00404100
-0,52907900
4,01322800
4,07496200
4,01919500
4,90068300
0,11983400
-0,24965100
0,36343300
-0,38528500
0,25232300
0,65217300
-0,12445500
-0,67065900
0,45826500
-0,52044300
-1,29090800
0,03028700
-0,23727600
-0,00244700
-0,56302800
0,95346900
1,17366300
-0,63864900
-0,20158300
1,96724600
0,17799600
1,49394200
-2,08332600
-1,92465600
-0,79154100
-1,85002400
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H

-6,05920500 -2,81949500 -0,68002200
-7,10005500 -1,43670600 -0,27017500

191

B.3. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do MMZ neutro via ataque do

enxofre ao fésforo

ITIIIITOOONZZON00Z00ZIITIOIO0OO0OO0OO0OO0OIIIOIIIOIIOIIOOO0OO0O®

-0,92374300
-0,22509400
-1,44860100
-1,11763300
0,84943800
-1,29650700
-0,23074800
-1,81821400
-0,78857500
-0,97719000
0,27101800
-1,89513000
-1,80331500
-2,95695200
-1,37015100
-1,66292700
-2,72498000
-1,47207800
-1,43018600
2,00654100
3,22932500
2,17364300
4,48342300
3,40928800
1,28513200
4,57135400
5,37466200
3,49475400
3,21564500
4,25179000
2,19101100
5,86530900
5,93734800
6,87605200
-2,97695400
-4,10911400
-5,15056100
-4,15502600
-5,84997100
-5,50565000
-5,21547400
-3,45685900
-6,72523900
-4,63556300
-6,29835700
-5,86103400
-5,42069400

0,01847000
-0,29789800
1,47744300
-0,97064700
0,68434500
2,62907900
2,76267400
2,40077700
-0,69581800
0,35929800
-0,91235900
3,83036400
4,70043800
3,67220000
4,04915500
-1,59843800
-1,38690100
-2,65279700
-1,42431400
0,11912800
0,86435400
-1,27928800
0,26556100
-1,87320200
-1,87961000
-1,09511700
0,85890900
-2,93540000
2,28373900
2,93744600
2,81247200
-1,71337700
-2,91958600
-1,03094000
-0,66368300
-0,41966600
-1,22655900
0,61807500
-0,68256500
-2,46407900
0,46645700
1,35710200
-1,16663200
-3,12033400
-2,95330500
-2,24029500
1,17843400

-0,71255500
-2,00499800
-0,27763400
0,52738000
0,10753400
-1,17972200
-1,37933100
-2,11344800
1,93946700
2,14268600
2,07963300
-0,48436400
-1,14301600
-0,26990900
0,45044400
2,78118500
2,62211200
2,55785800
3,83745500
0,05367400
0,25206900
-0,21608700
0,17275900
-0,28274200
-0,36172100
-0,08548200
0,32425600
-0,47643300
0,52428200
0,30135900
0,97769000
-0,14387500
-0,44127100
0,10295500
-1,62257100
-0,32527700
-0,01841300
0,53664900
1,05073400
-0,71810000
1,40879800
0,54692700
1,45391500
-0,76983900
-0,15423400
-1,72593400
2,19194600



192

B.4. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET; da reacdo do MMZ neutro via ataque do

enxofre ao carbono aromatico

ITIIIITIITOOONZZ0000Z00ZIITI0OIO0OO0OO0OO0OO0OIIIOIIIOIIOIIOOOO0OO™®

2,16547100
1,75614200
3,27700000
2,77038200
0,98180800
3,09692400
2,26079800
2,85285600
3,42545000
3,19291800
2,95814400
4,38787300
4,27172300
5,21828900
4,63056300
4,91433400
5,37547500
5,37332200
5,12361500
-0,37694200
-1,10109700
-1,08276500
-2,38659300
-2,33979900
-0,56165800
-3,02852000
-2,88599600
-2,82090600
-0,52305700
-1,02435000
0,47308300
-4,34360000
-4,91190400
-4,93187100
-0,26740000
-0,52680400
-1,68581600
0,44951100
-1,42319900
-3,02679300
-0,07901500
1,42440500
-2,20847900
-3,65991600
-2,95560100
-3,44303900
0,52992200

-0,13949600
0,27800100
-1,27029700
1,08625200
-0,80548100
-2,60221300
-3,08798900
-2,46175500
0,96314700
-0,01504500
1,73517200
-3,36642300
-4,36293800
-2,86233700
-3,48471200
1,18470100
1,14411900
0,41260200
2,16705200
-0,43614400
-1,50640400
0,02742400
-1,89880100
-0,36619500
0,72540200
-1,32461300
-2,64435400
0,02227800
-2,07956900
-3,11170400
-1,52123400
-1,71145000
-1,18220100
-2,57261100
1,19655400
2,56949300
3,22103000
3,25432400
4,30838600
2,85741000
4,32652000
2,96302300
4,96898900
2,64100900
1,97927800
3,69307500
5,00085400

-0,94109300
-2,31341100
-0,81727400
-0,12754000
-0,04276700
-1,42497000
-0,91623600
-2,48078000
1,19305300
1,61794300
1,80536200
-1,24455100
-1,68362400
-1,74822900
-0,18402600
1,04514400
2,03825000
0,42110500
0,61053700
0,14399500
0,86671900
-1,06301500
0,52753300
-1,37707700
-1,70513200
-0,56367900
1,13132900
-2,26608900
2,02460900
2,52686200
2,53551100
-0,88045100
-1,86842700
-0,17915700
1,51575500
0,48394800
0,21955800
-0,15541500
-0,58977100
0,68738300
-0,82849600
-0,15370400
-0,92238700
-0,17411600
1,32544100
1,25224900
-1,40935000

B.5. Coordenadas cartesianas (xyz) do intermediario CM da reagdo do MMZ neutro

via ataque do enxofre ao carbono aromatico

O0O0OO0T

-2,32745000
-1,94204400
-3,12969600
-3,30922000
-1,09229900

0,14353200
1,35925500
-0,97971000
0,52442400
-0,70651100

0,62151400
1,40602500
1,41639100
-0,56681600
0,00439600
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-2,51840400
-1,86873300
-1,91802600
-3,88694000
-4,37737000
-3,06428100
-3,63572200
-3,19968700
-4,27505900
-4,25014500
-4,86740500
-5,30544400
-5,67700800
-4,36919100
0,28649200
0,93052000
1,00251600
2,11422800
2,14914500
0,53838500
2,74932400
2,54357000
2,61139800
0,35523200
0,78801200
-0,58265800
3,96401100
4,52639900
4,47956800
0,21794300
0,83939400
2,04147800
0,14384400
2,08793100
3,12805100
0,89877900
-0,76476300
2,95647100
4,02063400
3,30926200
2,86868700
0,54204300

-1,70592500
-2,47450900
-1,00309700
-0,46641600
-1,23968300
-0,90311800
-2,30127000
-2,87254300
-1,51963400
-2,98019900
0,26335600
-0,45228600
0,70769900
1,05016000
-0,29907900
-1,33922800
-0,11782600
-1,97461200
-0,75954400
0,53912700
-1,68532700
-2,68614400
-0,59507600
-1,63069400
-2,58257900
-0,90265400
-2,31264600
-2,04237100
-3,13092200
1,39051800
2,57144800
3,19115800
3,14424800
4,16049000
2,90432300
4,11817900
2,76877200
4,78520800
3,41538300
1,83055800
3,27142900
4,68932500

2,54396100
2,11880500
3,12695600
-1,49579900
-0,90068600
-2,06542100
3,36949500
4,19577100
3,79080100
2,77004800
-2,38484100
-3,08861300
-1,79776400
-2,95963400
-0,23014600
-1,08805600
1,06250900
-0,74934600
1,37469100
1,78686300
0,45259700
-1,44171900
2,34019300
-2,33952400
-3,03212800
-2,74598300
0,76586500
1,85896800
-0,03989600
-1,27202500
-0,14377500
-0,19714200
0,85872200
0,78295300
-1,14319800
1,45737500
1,15962500
0,91959400
-0,78571100
-1,17532700
-2,13754600
2,29984700
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B.6. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET, da reacdo do MMZ neutro via ataque do

enxofre ao carbono aromatico

TOIITIOIITIOOO0OO0OO0OT

1,75613400
1,45035100
2,45379500
2,89429800
0,54386900
1,73643800
0,92526900
1,31270100
3,49670600
2,85154700
3,50142600
2,72566000
2,20898500

-0,95289700
-0,56067500
-2,39526300

0,04248200
-0,99404500
-3,61819600
-3,77002500
-3,47741800
-0,11747500
-0,75203500
0,88697100
-4,76236800
-5,68692000

-0,83200200
-2,24851100
-0,66671600
-0,26436500
0,17907800
-1,04591900
-0,32871500
-2,04452200
1,06931800
1,68133400
1,49677000
-1,02301100
-1,30166600
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B.7. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do MMZ anibnico via ataque

3,53875900
3,15175800
4,90059400
5,34742600
4,89700800
5,52685500
-0,70152200
-1,64995800
-1,22810700
-2,84206700
-2,40400700
-0,62611300
-3,22229300
-3,47001000
-2,73181400
-1,31831100
-2,07793800
-0,25293500
-4,44638200
-4,78387500
-5,16077200
0,20994700
0,55083700
-0,14732800
1,70524700
0,56814000
-1,48964000
1,73482400
2,40501500
0,19305700
-2,23580600
-1,64972200
-1,55248000
2,56441800

-4,59482300
-4,89524800
-0,67390000
-0,72205100
-1,68208900
-0,02807100
0,21431500
-0,55501000
0,58807900
-1,05579700
0,10744900
1,22485000
-0,74352400
-1,67037100
0,38576300
-0,88483400
-1,60632600
-0,42770500
-1,24458000
-0,93609900
-1,98264600
1,54804300
2,73338200
3,85142400
2,79079100
4,59234000
4,20073800
3,92292700
2,04505600
5,52533400
3,82817900
3,75643100
5,28597500
4,16011200

do nitrogénio ao fésforo

OOIIITIOIIIOIIOIIOOOOO®

-0,81298300
-0,67341800
-1,36452800
-0,82094000

0,85727600
-2,05089400
-1,35507700
-2,91376800
-0,33100500
-0,71597100

0,75969100
-2,46251600
-2,97854500
-3,14738600
-1,59194300
-0,82366200
-1,91662500
-0,44856100
-0,45299700

1,98779700
3,22050900

0,20032700
-0,68197200
1,70109400
-0,40125200
0,86974800
2,26203600
2,24223500
1,63064400
0,31372600
1,33554800
0,33653700
3,67413600
4,11732100
3,68124000
4,29407800
-0,43843200
-0,45767700
-1,46661100
0,06701800
0,18512000
0,87546100

-1,73625500
-0,02357000
0,95035300
1,94976400
0,52709900
0,32674800
0,43198400
1,24813600
0,87966000
0,73635200
-1,36050800
-1,51360000
-0,55861800
1,36688700
2,35434300
2,58345000
3,26323700
3,05831300
-1,06941500
-2,23402700
-0,35498600
1,35509000
0,09946800
-0,20150200
-0,59584900
-1,11660900
0,27926300
-1,36561700
-0,57768800
-1,50697500
-0,42480100
1,26028500
0,35176900
-2,01250000

-0,05565900
-1,25093100
-0,07497200
1,42504000
0,04875300
-1,24378300
-2,08686100
-1,46691900
2,61531700
2,58921800
2,57374600
-0,89109300
-1,74937800
-0,03741700
-0,65559300
3,83173200
3,87235900
3,83780500
4,72998500
0,00909200
-0,19811800
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B.8. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do MMZ anidnico via ataque

2,06024100
4,43474100
3,26427500
1,15147000
4,44852700
5,34849100
3,29375200
3,27049400
4,18082900
2,42941600
5,71009200
5,70745400
6,74771000
-5,05330700
-3,73150700
-4,01031400
-5,22769100
-3,20976100
-3,08190200
-5,87149000
-3,83529400
-6,48259200
-6,75700100
-6,40425800
-7,25968100

do enxofre ao fosforo

OZITOIOOOOOIIIOIIIOIIOIIOOOOO®

-0,77449800
-0,22561500
-1,31147700
-1,21095300
0,82465300
-1,18593700
-0,12526400
-1,72421200
-0,95648600
-1,18817000
0,10110300
-1,78170300
-1,69350700
-2,84171900
-1,25334100
-1,84227700
-2,90124000
-1,62151300
-1,65164700
1,95160400
3,20738200
1,99872400
4,41947800
3,19477600
1,06831300
4,40356100
5,35173100
3,20230700
3,28718000
4,30762000

-1,22309500
0,20582400
-1,89453700
-1,78461900
-1,17495300
0,76004300
-2,97048900
2,32389200
2,81145000
3,01273400
-1,87765000
-3,11091600
-1,22707700
-0,09005600
0,24398300
-1,02973900
-0,89004600
0,86149300
-0,33449400
0,15782400
-1,97278400
-1,50869900
-1,20808900
-2,59890500
-1,18497100

0,41378300
0,15698300
1,83195500
-0,72442900
0,78193100
3,02649200
3,18670500
2,84228100
-0,66204000
0,34636900
-0,87261800
4,18741800
5,09595200
4,01601800
4,35074900
-1,69820700
-1,47915500
-2,70107600
-1,69058700
0,11312400
0,77798300
-1,27247200
0,10672500
-1,94985200
-1,81084900
-1,25403800
0,64118100
-3,01223700
2,20135900
2,80723700

0,14428300
-0,29735800
0,07309500
0,31085200
-0,15121800
-0,46447200
0,19157000
-0,32852800
-1,01444100
0,25774400
-0,22906400
-0,09913000
-0,42561300
1,15788800
1,17778200
-0,60137500
0,03943000
1,89351400
0,10041700
1,81741500
-2,04801300
-0,35863400
-1,37264200
-0,32854600
0,33540100

-0,56422000
-1,94040400
-0,03494600
0,47449300
0,25054600
-0,87240700
-1,08704700
-1,80624300
1,92775400
2,27637000
2,09612600
-0,10654200
-0,71158500
0,10451500
0,83790400
2,58248700
2,41702800
2,20352800
3,66131200
0,11531900
0,27388900
-0,18605400
0,14464400
-0,29853100
-0,31122500
-0,12798000
0,26947500
-0,50841300
0,55890700
0,19608300

195
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2,35748500

5,65834800

5,63383400

6,71426900
-3,13473700
-4,25830100
-4,79309700
-4,73633700
-5,64016500
-4,55521800
-5,58623500
-6,18838500
-5,07639900
-4,93326200
-3,48719600
-6,11073200

2,75594800
-1,96324600
-3,16858100
-1,34647700

0,00993300
-0,36807200
-1,62764200

0,46705400
-1,57925900
-2,80090900
-0,28694300
-2,44794500
-3,64974900
-2,64109400
-3,02194700

0,14340800

1,15458200
-0,23005700
-0,52225200
-0,02160300
-1,68027100
-0,38892400
-0,21917500

0,54363000

0,87224400
-1,05135100

1,32850000

1,20632700
-0,60689600
-2,06453000
-1,10316400

2,17075400
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B.9. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET; da reacdo do MMZ anidnico via ataque

do enxofre ao carbono aromatico

OZZ00W00Z00ZITOIO0OOO0OO0OIIIOIIIOIIOIIOOOO0OO®

-2,62482400
-2,17092600
-3,79352900
-3,20821100
-1,49678400
-3,64039700
-2,84771200
-3,34229700
-3,72551100
-4,14818300
-2,87306700
-4,96725600
-4,87116600
-5,75299200
-5,26456800
-4,76614500
-5,13944600
-5,61120800
-4,33727800
-0,11168600
0,56589100
0,47426900
1,80762700
1,68960400
-0,07262500
2,37917500
2,31795100
2,11828200
0,04465400
0,61238500
-0,95279600
3,64639400
4,14241400
4,24571000
0,30536000
1,86998900
3,06356600
2,10109900
4,07326700

-0,20845600
-0,50873600
0,86498300
-1,48922100
0,42903500
2,23224500
2,72096400
2,16126700
-1,50696100
-0,52697800
-1,69959500
2,93848200
3,96002000
2,43083200
2,99094200
-2,59998700
-2,65353700
-2,39387900
-3,57275000
0,47444400
1,01745000
0,79446600
1,63427800
1,40366500
0,50718200
1,81562200
1,97107000
1,60200700
0,86042600
1,44681700
0,13762900
2,44312800
2,61986300
2,80940200
-1,95178300
-2,15394400
-2,12070700
-2,44084800
-2,38838200

-0,89045400
-2,27764300
-0,73135300
-0,16236400
0,10284300
-1,25742200
-0,68513300
-2,30644800
1,21997300
1,44901700
1,87390600
1,10056700
1,48327800
1,66845500
0,04867600
1,30572300
2,33401800
0,64190400
1,04603400
0,00990000
1,17435500
-1,26615000
1,05822500
-1,37197000
-2,15431500
-0,19473500
1,94936700
-2,34623300
2,49228900
3,44440400
2,67814400
-0,29596000
-1,43301200
0,74225800
0,17679000
-0,55402900
0,14501100
-1,84666800
-0,74931300
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B.10. Coordenadas cartesianas (xyz) do intermediario CM da rea¢do do MMZ

aniénico via ataque do enxofre ao carbono aromatico

ITIITOOOZZON00Z00ZIITIOIOOOOOIIIOIIIOIIOIIOOOO0OO™®

3,27112100
3,46202800
5,10964100
3,65689400
2,32174800
3,98702200
3,92766100

2,40231200
1,94202000
3,40881100
3,24816900
1,25138200
3,00502100
2,22637800
2,59624900
3,77348500
3,73113200
3,10846700
4,22956500
3,94642800
5,00515100
4,64159000
5,18963700
5,56495000
5,84767200
5,22723900
-0,17786900
-0,72744600
-0,86808600
-1,76339500
-1,86510700
-0,50398100
-2,34652900
-2,11836400
-2,30978200
-0,18266700
-0,60417700
0,72106200
-3,39074500
-3,91224200
-3,80360300
-0,26186200
-1,49168500
-2,84158700
-1,23932300
-3,46662900
-3,52859900
-2,46622000
-4,54168800
-3,79936200
-2,87713900
-4,43219300
-2,56561600

-1,80698400
-2,58407200
-2,41464400
-0,79050500
-1,89555700
-2,51368200
-2,82188900

0,30868500
1,01991500
-0,91637800
1,27639700
-0,39583500
-2,11230600
-2,62144000
-1,79217400
0,87517500
-0,21210000
1,32205900
-2,98210900
-3,88734400
-2,46266600
-3,28225900
1,38831300
1,13659000
0,92756100
2,47599000
-0,05799500
-0,98780500
-0,22493500
-1,87354000
-1,10785600
0,39438100
-1,94921500
-2,50244800
-1,19307200
-0,94946100
-1,73280900
-0,11699700
-2,85065800
-2,90964900
-3,59597400
1,78222200
2,49475900
2,42668400
3,29655700
3,20122400
1,61546600
3,73593400
3,30245800
0,64107100
1,47509900
2,14061600
4,40998900

1,55491900
-1,96539600
-0,44538400

1,67180200

2,08140300

1,98052100
-2,91186900

-0,83230700
-2,06230000
-1,05362400
0,10783900
0,05800300
-1,80649000
-1,23291100
-2,76856300
1,42540700
1,51429100
2,16676000
-1,98228900
-2,52970600
-2,55344200
-1,01379600
1,55618600
2,55418500
0,81317100
1,44013100
0,19280600
1,23433100
-1,12186000
0,99030300
-1,33647200
-1,93149800
-0,27103800
1,79521000
-2,32052600
2,53231300
3,42256800
2,78189500
-0,49800700
-1,64516200
0,43246400
0,78849800
-0,24735400
0,01034400
-1,28361400
-0,93391600
1,01317000
-1,71444700
-0,96243900
0,59907400
1,87529200
1,32611000
-2,55344300
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B.11. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET, da reacdo do MMZ anidnico via ataque

do enxofre ao carbono aromatico

ITIITITOOONOZZO00N000Z00ZIITIOIOOO0OO0OOIIIOIIIOIIOIIOOOO0OO™®

B.12. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do IMZ com DEDNPP

IOO0O000™

2,31726700
1,88141800
3,33011300
3,25173300
1,18656400
2,88458800
2,11026100
2,45584400
3,79997500
4,34604500
2,96717400
4,08531600
3,77160300
4,85610600
4,51773700
4,71291700
5,13397600
5,53902500
4,16180200
-0,47106700
-0,94581200
-1,09519100
-1,79818600
-1,92680200
-0,84122500
-2,28355400
-2,08160700
-2,33620800
-0,47335200
-0,91395600
0,38301000
-3,15281200
-3,57963400
-3,48189900
-0,28204600
-1,24132500
-2,61044700
-0,72780000
-2,97439300
-3,53402400
-1,80472200
-4,00899600
-3,70960200
-3,12166200
-4,47636600
-1,68441000

-1,39263700
-1,10074500
-2,12455600
-1,46560200

0,18451100
-2,34966900
-1,38817600

0,06249400
0,72024700
-1,18184600
1,08440000
-0,51312900
-2,40373100
-2,86887200
-2,13402600
0,76345200
-0,18122500
0,64636000
-3,31070200
-4,23839000
-2,83879900
-3,56590200
1,89969100
1,68694300
2,01442700
2,84376300
0,05068500
-0,87588700
-0,15838700
-1,93757600
-1,19998200
0,53401500
-2,11723500
-2,61097300
-1,32887800
-0,74096100
-1,48983000
0,13683900
-3,19814000
-3,34932200
-3,98432100
1,82450300
2,69382300
2,81081500
3,47309600
3,68366100
2,09474400
4,08826900
3,93424300
1,08142800
2,04602400
2,64211800
4,78535900

-0,05376400
-0,50403100
1,31361900
-1,06317900
0,66996500
2,36396300
2,62334500

-0,80077800
-2,07912500
-1,00858600
0,01837900
0,13693500
-1,67834200
-1,06152300
-2,64807200
1,33833800
1,26685100
2,03642600
-1,83906500
-2,32931100
-2,45654800
-0,86636300
1,74506400
2,73339100
1,03612300
1,80308900
0,31419800
1,34996500
-0,99194700
1,07292800
-1,25140900
-1,78333700
-0,21495300
1,87021000
-2,24567400
2,67873900
3,58118900
2,92005500
-0,48978200
-1,65841100
0,42943500
0,82190600
-0,37536500
-0,31659900
-1,32722900
-1,31055600
0,56312900
-1,91480900
-1,49355000
0,19384300
1,57159900
0,58792800
-2,73183400

-0,19782400
-1,59675200
0,19783900
1,03681400
0,22402600
-0,80355400
-1,25476600
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B.13. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacédo do 1MEI com DEDNPP
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-3,01581600
-1,07673800
-1,59015500
0,00198300
-2,96767100
-3,15094500
-3,92312800
-2,29821300
-1,48334500
-1,19058000
-2,56555300
-0,98013200
1,38128900
2,53773000
1,59250500
3,81681200
2,86149700
0,74291900
3,96897400
4,67156400
2,99989200
2,43723800
3,29353400
1,52575700
5,29947900
5,42130800
6,26782200
-5,63072800
-4,46607000
-4,05792800
-5,35173000
-6,60398500
-4,26436700
-3,57785900
-3,49333400
-5,99565400

-1,13223100
-0,93525200
-1,78071900
-1,18625600

0,48838400
-2,12111400
-1,22286300
-2,88386100
-0,72996800
-1,24319800
0,34581400
-2,62750800
-2,89332000
-3,51870500
-1,85882800
-1,07393300
-0,73681200
-2,15344100
-0,57107000

1,65621400

1,96115300
-0,71539700
0,20833200
-0,55246600
3,54529100
4,34315100
3,27186500
3,93292400
-1,87112600
-1,64140200
-2,03027300
-2,79489000
0,12830300
0,96194100
-1,25190000
0,45859000
-1,76647800
-1,92094300
-0,90546600
1,12122900
-2,82868700
2,39420800
3,12813800
2,82198400
-1,44209300
-2,65868500
-0,66912000
-1,41924100
-1,06560800
-1,01337100
-1,37814000
-1,69119000
-0,98009000
-0,90543400
-0,82045200
-1,59135300

0,02797600
-0,53849000
1,45663300
-0,89457200
0,70944500
2,37794300
2,55057100
1,89989300
-0,48000400
0,44847900
-0,30157500
3,65776800
4,36176900
3,47277000
4,12061900
-1,60217400
-1,32714200
-1,77726000
-2,53031300
0,12256500

-1,57193200
2,41522400
2,69181100
2,43780200

-0,09016500

-0,81761200
0,36798800
0,68387400
3,30151700
4,33164800
3,27837900
2,99953900
0,04794200
0,07757200

-0,18121600

-0,12781700

-0,36262100

-0,20651900

-0,33827400

-0,10524900

-0,52215100
0,31848000

-0,19534800
1,03299100

-0,53056900

-0,73548900

-0,48683100

-0,21816800
0,41123600

-1,72269400

-1,56911100
0,15968300
1,46857400

-2,68292100

-0,53892500

-2,32179000

-0,00345700
-1,37621100
0,31689400
1,29729400
0,29073700
-0,77442000
-1,37352800
-1,39534400
2,63554900
2,89708100
2,59331400
-0,14758100
-0,94310200
0,45998100
0,47876200
3,58908400
4,59412000
3,62328300
3,30014400
0,07060000
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B.14. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 2MEI com DEDNPP
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2,83015400
1,81659600
4,07898300
3,05602600
0,95057300
4,18335300
4,94782900
3,15685500
2,78153400
3,63075800
1,91957800
5,48432600
5,55719200
6,47637900
-5,47027700
-4,24989600
-3,93718400
-5,25576000
-6,44960000
-3,99755200
-3,49097800
-3,29931900
-6,27219600
-7,00723900
-5,78641200
-6,77521000

-1,27959400
-1,10691900
-2,02401500
-1,16184800
0,31347800
-1,64067300
-0,74401900
-1,41821100
-1,03676500
-1,95187400
-0,18581900
-2,80644800
-2,54096300
-3,70350600
-3,03135200
-0,84176000
-1,69309300
0,07191300
-0,75455100
1,50552100
2,67061300
1,71298800
3,95208500
2,98412000
0,85979700
4,09968300
4,81214400
3,11678700
2,57670100
3,45046200
1,65597700

0,92215000
-1,27732300
0,36372300
-1,84370500
-1,91877100
-1,01728100
1,00029900
-2,91932500
2,37297500
3,02717000
2,89678000
-1,60931200
-2,84031300
-0,86835700
-0,94791800
-0,62991900
-0,94665900
-1,14682400
-1,05222200
-0,40550000
-1,03740300
-0,63838600
-1,48648700
-0,68162000
-1,62159300
-2,41292000

-0,07124900
-0,55444200
1,27743900
-1,11425100
0,67724100
2,62378000
2,92239800
2,57553000
-0,68700000
-0,15412800
-0,00628800
3,54303500
4,55909000
3,23725500
3,56215900
-1,92760200
-2,60888300
-2,45900700
-1,62860000
0,12778300
0,93189700
-1,22039800
0,43628600
-1,73000300
-1,86626200
-0,89745600
1,07745200
-2,76788800
2,32635800
3,10701100
2,67295100

-0,05922100
-0,05426600
-0,30719500
-0,27922900
0,03858500
-0,40363700
-0,40632300
-0,35380000
0,04865200
-0,57359400
0,76097100
-0,63371100
-0,76050600
-0,69522400
0,27985000
0,81822000
-1,30467800
-1,07076300
0,72205200

1,84427900
-2,28355300
-0,18181400
-2,06535000
-2,13757800
-3,03193900
-1,78035300

-0,19613000
-1,60370100
0,23212300
1,01174200
0,09072100
-0,22888200
0,31448700
-1,29763400
2,41336100
2,68379800
2,49208200
0,06239700
-0,24884500
-0,48419900
1,13355200
3,25592300
3,16286700
2,97256500
4,30585400
-0,07754100
0,10134700
-0,45559800
-0,10367000
-0,63827100
-0,60730900
-0,46231300
0,03621500
-0,91761600
0,51211500
0,10859500
1,25773500
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B.15. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 4MEI com DEDNPP
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5,43140700

5,55231400

6,40400300
-5,28647900
-3,98250300
-4,35720800
-5,50307300
-3,42161200
-3,41462200
-6,37137200
-6,05942800
-4,22552300
-5,21424900
-3,69218300
-3,67091100

-1,28452300
-1,08861000
-2,02497800
-1,18879300
0,31276800
-1,63625600
-0,70706100
-1,47055000
-1,08098400
-1,98431300
-0,21027700
-2,76456600
-2,49334800
-3,69667200
-2,93161500
-0,94445000
-1,81392700
-0,04087100
-0,87457500
1,49967000
2,67287900
1,69384700
3,94782900
2,95838200
0,83482700
4,08186500
4,81382300
3,07979300
2,59544800
3,46977200
1,68740900
5,40707100
5,51553700
6,38670400
-3,91143500
-4,39364500
-3,40406800
-3,40585300
-4,21495300
-5,12725600
-4,00724500
-3,38608900

-1,42883500
-2,61567100
-0,68075300
-1,97178900
-1,75833700
-0,50896600
-1,17521300
-2,19338700
-0,84854000
-1,09010000
-2,59533000
0,41693600

0,69466600

1,32591800
-0,05743800

-0,04804600
-0,52190700
1,30216200
-1,09902900
0,68715500
2,64807900
2,92026200
2,61114200
-0,68699900
-0,12753300
-0,03534300
3,58765900
4,60169100
3,30972100
3,59772700
-1,94103800
-2,59427700
-2,49784700
-1,65563600
0,13020500
0,93025200
-1,22675400
0,42163000
-1,74841200
-1,87079100
-0,91984700
1,06025200
-2,79262300
2,33505000
3,09834000
2,70831900
-1,46270800
-2,65584000
-0,71726200
-1,76619200
-0,47643200
-2,25974300
-0,81920200
0,55801600
0,63205600
1,54435500
0,30653500

-0,65270200
-0,99051000
-0,47321400

0,26675500

0,62126900
-1,13314000
-0,83937000

1,43339900
-0,25330300
-1,35458900

0,68815300
-2,29246700
-2,66640600
-2,00541800
-3,10913800

-0,17969300
-1,58743500
0,24968400
1,02435100
0,13364400
-0,20815400
0,29239300
-1,28770600
2,43143700
2,68744000
2,53482300
0,15708000
-0,15586000
-0,34344300
1,23888700
3,26551300
3,14346700
2,99905100
4,32051200
-0,04529900
0,09799400
-0,39979300
-0,11689000
-0,59220500
-0,52305600
-0,45076800
-0,00510000
-0,85244700
0,47523500
0,04078000
1,22358400
-0,65386400
-0,97344300
-0,50413900
0,49689200
-1,20178900
1,31046900
-0,28401900
-2,26566000
-2,86369300
-1,83820500
-2,93503000

201
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B.16. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do SMEI com DEDNPP
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-5,17773700
-5,50168800
-6,46673600
-5,77594600

-1,09722000
-0,82724000
-1,77934000
-1,21735400
0,49831100
-2,01588800
-1,05976300
-2,69604400
-0,85566600
-1,36161500
0,22477800
-2,61574000
-2,80413800
-3,56638900
-1,93276900
-1,29964300
-1,03074600
-2,38282200
-0,80056000
1,67848100
2,86160700
1,84541400
4,12634400
3,09967700
0,97359600
4,23539300
5,00280700
3,20374400
2,80505800
3,68964000
1,90194100
5,55028300
5,63722200
6,54009900
-5,45953300
-4,28160400
-3,79487200
-5,12212900
-4,11156400
-3,27717000
-3,25574900
-5,75723200
-6,84596100
-7,54311300
-7,21770100
-6,86154900

-2,05177700
-1,24679100
-1,29038300
-2,74418300

0,03515100
-0,44489700
1,43034200
-0,97136100
0,70054500
2,45695500
2,69925200
2,04013100
-0,62849500
0,30279400
-0,48155100
3,65908000
4,44062000
3,40337000
4,06050400
-1,77843000
-1,55260800
-1,92362300
-2,70846500
0,11782600
0,91076400
-1,26504700
0,36696900
-1,82071600
-1,90293600
-0,99908400
0,99917000
-2,88469800
2,34199400
3,05559800
2,78699900
-1,57923300
-2,80500600
-0,83288900
-0,99246300
-0,63437700
-0,96841600
-1,19948500
-0,38802700
-1,06163800
-0,62835100
-1,48463300
-1,15624000
-0,46606200
-2,17458300
-0,95335000

0,12742200
-0,94680400
-1,42735400

0,56132000

-0,23172100
-1,62436700
0,15324100
1,00098600
0,19213800
-0,86939900
-1,34129400
-1,61759900
2,38793200
2,65272100
2,43514600
-0,17565300
-0,91932100
0,30231500
0,57934200
3,26333400
4,30084300
3,21173800
2,97399300
0,03153000
0,09529000
-0,21328100
-0,09469600
-0,37609800
-0,26620500
-0,31966500
-0,04647600
-0,54862000
0,35927200
-0,13438200
1,07371400
-0,49359200
-0,65708400
-0,47541700
-0,26015400
0,34891500
-1,73924200
-1,58744200
1,38700300
-2,68149400
-0,58002400
-2,32391600
0,26255000
-0,22622000
0,10140700
1,33613100

202
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B.17. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET; da 4HMZ com DEDNPP via oxigénio,

referente a etapa de transferéncia intramolecular do préton no 4(5)HMZ, mostrado

na Figura 33A do apéndice.
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2.26991500
1.71685200
2.01639900
2.01663200
-0.98464300
-1.23103500
-1.39284100
-1.92860500
-1.96948100
-0.07727200
0.20516300
-2.97192800
0.99930900

-0.61650200
0.68328300
1.26652400
1.26650300
1.16317500
2.21370100

-1.03294500

-1.96971600
0.18376400

-0.85709900
0.48687500
0.34788900

-1.28185700

B.18. Coordenadas cartesianas

4(5)HMZ

apéndice.
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pelo oxigénio anibnico com DEDNPP, mostrado na Figura 33A do

-0.97596100
-1.16283100
-1.63216600
-0.79009700
0.61989900
-1.53536900
-0.48269200
-1.91357100
-0.47632800
-1.30910000
0.43436500
-2.35973700
-2.29562400
-3.41176100
-1.97904900
-0.29800800
-0.08311100
-1.20820900
0.53736400
1.73380000
2.88613700
1.83652700
4.07100800
3.01740700
0.98150300
4.12806100
4.92895700
3.08204800
2.88113800
3.59114000
2.19460300
5.36869500
5.39746400
6.35114700
-3.31563500

0.41763000
-0.88342000
1.78858100
0.36602000
0.90027400
2.29802100
2.48953400
1.52403900
1.56018000
2.25906500
2.01173800
3.56173600
3.96119200
3.36498200
4.31988600
1.10932200
1.98663700
0.63457100
0.40889300
0.16438300
0.63853400
-1.07644100
-0.08635800
-1.79768500
-1.47387600
-1.29518200
0.29906500
-2.74264600
1.90946500
2.00080000
2.83925500
-2.04673400
-3.14334300
-1.56455700
0.09720900

0.00033100
0.00024300
0.88659300
-0.88604100
-0.00014400
-0.00018000
-0.00020500
-0.00029300
-0.00029300
0.00000000
0.00003900
-0.00044600
0.00016900

(xyz) do ET, da segunda etapa da reagédo do

0.44675400
-0.27436700
-0.01000700
2.02120100
-0.00368500
-1.39310300
-1.60798800
-2.06517200
2.82550100
2.72186500
2.42439500
-1.46711300
-2.48491100
-1.23968300
-0.77573300
4.25660400
4.87597000
4.63521600
4.35090200
0.02806600
-0.65635500
0.68984600
-0.69209300
0.67901900
1.21955100
-0.01131500
-1.22661800
1.20401900
-1.37220000
-2.38226200
-0.94100000
-0.02050600
0.55395400
-0.60061900
1.28844000
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-4.36331600
-5.30336700
-4.12941300
-4.69837100
-5.87485400
-3.69061600
-6.90003100
-5.54394000
-4.21467300
-2.68954400
-6.19768100
-3.67051700

0.23998800

0.58507900

0.99306300
-1.04730500
-1.66121100
-1.86897100
-1.37970700
-2.82734700
-2.93642800
-1.65246600
-3.50709200
-3.74718400

0.37828400
0.84847200
-0.40213300
-0.33716600
-0.67175800
-0.81718600
-0.49296400
-1.34508900
-1.41893700
-0.67630600
-1.71843200
-1.87701300

204

B.19. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 4(5)HMZ pelo oxigénio

com DEDNPP em mecanismo concertado, mostrado na Figura 33B do apéndice.
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-1.09469575
-0.61869075
-1.78251475
-0.96503875
0.60981225
-1.31822675
-0.64836575
-0.76313575
-0.52252675
-0.88377975
0.56857925
-2.53471175
-2.20341675
-3.19781075
-3.09961575
-1.09011975
-0.74758875
-2.18428975
-0.74366175
1.80697325
2.96387225
2.07542925
4.25937225
3.35625125
1.23983225
4.45198725
5.10039225
3.52375525
2.83807825
3.74636725
1.85266625
5.79206625
5.95453125
6.74683625
-2.75986275
-3.65060575
-3.34879675
-3.62265975
-6.29982475
-6.82758475
-6.04727575
-6.29149375
-6.94958275

-0.23819796
-0.51505296
1.14689904
-1.28574196
0.57904904
2.47660904
2.84722704
2.38131804
-0.96781296
0.02825204
-0.97259796
3.36143004
4.36823404
2.98861604
3.43396604
-2.02893896
-1.83133096
-2.01724496
-3.02606796
0.10829204
0.93913404
-1.23138096
0.48148204
-1.69634896
-1.89680996
-0.83465096
1.14078704
-2.72224496
2.31110604
3.10854704
2.64336604
-1.31911996
-2.50210196
-0.54456296
-0.98666996
-0.50082096
0.49652204
-1.19049796
-0.24349196
0.04300604
-0.78541396
-0.99739796
-0.43682496

-0.35043591
-1.75086291
0.08739709
0.86496009
0.19011109
-0.33022891
0.44641909
-1.26564291
2.22645309
2.49106009
2.24036009
-0.49363591
-0.77092291
-1.28047191
0.44130709
3.14455309
4.16604009
3.13823209
2.85467209
0.01749709
0.23047609
-0.40074791
0.01741709
-0.58889491
-0.56808891
-0.38120291
0.18518809
-0.89332491
0.68027409
0.38987609
1.35007009
-0.57064891
-0.91676691
-0.38506691
-0.58688791
-1.62957691
-1.95856991
-2.47569691
-1.18272591
-2.07835691
0.96538609
1.99467509
0.02559109
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B.20. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5SHMZ com DEDNPP

TIOIITOIZIITZO00000Z200ZIITI0O0OITIO0OO0OO0OO0OO0OIIITIOIIIOIIOIIOOO0OO0OO™®

B.21. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 4HMZ com DEDNPP
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-4.84350075
-4.98102375
-7.94594975
-3.56335075

-0,82930600
-0,52343600
-1,41398600
-1,10632600
0,79563400
-1,33085000
-0,28549600
-1,92968600
-0,64492200
-0,84176200
0,42952800
-1,86281700
-1,81730600
-2,90466400
-1,26286500
-1,40661500
-1,06430900
-2,48272100
-1,22210900
1,93734400
3,15532000
2,02212600
4,37604800
3,23283900
1,11930600
4,40440300
5,28127000
3,27594100
3,18167600
4,05674600
2,35460600
5,67438000
5,68849700
6,69920100
-5,22531900
-4,07045000
-3,47303800
-4,81619000
-3,95691700
-2,89724700
-2,99010400
-5,41590000
-6,64670500
-6,72078100
-7,29243600
-7,18195100
-6,67665600

-0.82166196
-0.48807996
-0.33484196
-1.01410596

0,15863300
-0,35861700
1,61411800
-0,79844900
0,69315900
2,68542300
2,79591900
2,38518300
-0,52293800
0,52701000
-0,71035100
3,94944600
4,76109300
3,82625200
4,23700400
-1,44730200
-1,27650200
-1,25396600
-2,49628600
0,05245800
0,78864800
-1,34795100
0,17435000
-1,97280200
-1,94199000
-1,20468400
0,76415800
-3,04820900
2,23203600
2,87727000
2,75395800
-1,85491600
-3,08538300
-1,16006000
-0,56634700
-0,35903800
-0,53613400
-0,67388500
-0,22103900
-0,58315200
-0,34504200
-0,84239800
-0,68580900
-0,37142800
-0,03911400
-2,01446400
-2,61520000

0.40975809
-0.91948091
0.18544909
0.32195109

-0,12250400
-1,49513400
0,20263600
1,12504400
0,37432300
-0,79837200
-1,09966300
-1,66334200
2,49843800
2,72525300
2,53800700
-0,16144200
-0,89526900
0,15001100
0,70744400
3,42121500
4,44755800
3,37940200
3,16916700
0,15908600
0,09294200
-0,01687600
-0,16195200
-0,24550800
0,03780800
-0,32253100
-0,21566800
-0,36407300
0,28183800
-0,31257200
1,03548600
-0,57020400
-0,71854200
-0,62673900
-0,43609800
0,27919100
-1,79909900
-1,75534200
1,34467300
-2,71038200
-0,57934800
-2,55520600
-0,00191300
1,04423700
-0,60212600
-0,16957500
0,39921300

-1,18579700 -0,04919900 -0,03966400
-1,07062100 -0,59999100 -1,43523300
-1,91162300 1,32346100 0,33980400
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B.22. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5SMOMI com DEDNPP
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-0,99905800
0,41658600
-1,52553800
-0,61583800
-1,32597000
-0,75726800
-1,62422000
0,12987600
-2,67902400
-2,41186100
-3,58798700
-2,88392300
-0,57070000
-1,46140900
0,29283700
-0,39744700
1,60023600
2,77545100
1,78694700
4,04735600
3,04940600
0,92558600
4,17515800
4,91580500
3,16640100
2,70303000
3,56556400
1,81230300
5,49768000
5,60153400
6,47873400
-3,78400800
-4,30210500
-3,25730700
-3,27633100
-4,11845400
-5,09213400
-3,69199900
-5,08771000
-5,43408400
-6,42908100
-5,69607000
-3,29167400
-2,41918500

-0,59356400
-0,65551100
-1,14613600
-0,46474000

1,08026000
-0,66440400

0,25793300
-0,45473100
-0,16637500
-1,02749000

0,71156900
-1,75356400
-1,40740800

-1,03116800
0,70558700
2,65146700
2,95916700
2,56603800

-0,53065900
0,06588700
0,10633200
3,58771000
4,59162100
3,27240900
3,64106900

-1,73045300

-2,36650600

-2,32790400

-1,37726500
0,13668300
0,93511000

-1,22550000
0,42218800

-1,75277400

-1,86916300

-0,92440200
1,05983500

-2,80084400
2,34187700
3,10519000
2,71379000

-1,47267300

-2,67334600

-0,72328400

-1,58733300

-0,56106700

-1,97385600

-0,81500400
0,25634300
0,41815500
1,23611300

-1,83952700

-1,20302200

-1,25878500

-2,40438000

-0,39778300

-0,52805300

0,18867800
-0,62099500
1,68227500
-0,57076500
0,76749800
2,81630700
3,17943600
2,46207100
0,13381900
0,76190700
0,76510500
3,86604700
4,73949400

1,21193100
0,12298200
-0,17236600
0,34319200
-1,24315800
2,57510600
2,87022800
2,55775200
0,11260400
-0,23452500
-0,40841600
1,18657200
3,47553900
3,47863100
3,16779400
4,49759800
-0,05121500
0,07502100
-0,38514800
-0,14521200
-0,57974800
-0,49371200
-0,46188800
-0,04727800
-0,82606200
0,44915900
-0,00700900
1,21840200
-0,67092500
-0,96197400
-0,55547600
0,98313900
-0,87322900
1,84114100
0,03289200
-2,11293900
-2,57993300
-1,86603400
0,73526500
-0,43647400
-0,85031600
1,31644100
-3,09491000
-2,66697500

0,00540800
-1,25341600
0,14920500
1,40887200
-0,02671100
-0,65977100
-0,20496500
-1,67167400
2,66424500
2,90682900
2,50764700
-0,65005200
-1,21308400
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B.23. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 4MOMI com DEDNPP
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-2,66952300
-1,98116200
0,08025400
0,29206900
-0,79886900
0,93879100
2,18644600
3,43680000
2,21573400
4,63578600
3,40635000
1,29021400
4,61068300
5,56585500
3,40648900
3,51812800
4,37784700
2,75364800
5,85709000
5,82359300
6,91297100
-5,00913900
-3,79298600
-3,39485400
-4,72801800
-5,40305900
-3,58096300
-2,91024900
-2,80020100
-6,37722800
-7,08587700
-6,35459700
-6,81937400
-8,13130700
-8,15177000
-8,39582400
-8,86056300

-0,90010500
-0,81512000
-1,63679400
-0,65143700

0,69766700
-1,31801800
-0,42984200
-1,10222000
-0,35704700
-1,23682800
0,49220400
-2,51889700
-2,29656700
-3,40525900
-2,73906400
-0,05210500
-0,90252900
0,82623700
0,15667800

1,87291100

3,49295200
4,18652100
-0,91371600
-0,41081900
-1,55079600
-1,54198900
0,04936100
0,72865000
-1,35990000
0,05773600
-2,04197600
-1,91625000
-1,32893600
0,60720300
-3,12269400
2,17773400
2,77316700
2,74710800
-2,04165400
-3,27666300
-1,39358200
-0,35634000
0,06016600
-0,87466200
-0,94740800
-1,36405400
0,57237300
-1,26716200
-0,26602900
-0,25261600
0,13545300
0,44507900
-1,54665500
-1,49504000
-0,85049200
-2,51511600
-1,12139600

-0,28442600
-0,18942900
0,77121100
-1,69306500
0,39320500
2,20907200
2,33740200
2,54625600
-1,81442800
-1,47178200
-1,16973800
2,92044500
3,99106700
2,78901600
2,55532200
-3,26918600
-3,90910900
-3,60258300
-3,38742600
0,06996000

-1,11813500
0,37151400
3,72654000
4,67609900
3,86443300
3,47054600

-0,16280800

-0,23979600

-0,27130500

-0,43901200

-0,44098300

-0,22542900

-0,52698800

-0,50089700

-0,51019300

-0,10272200

-0,76564000
0,68095600

-0,70549400

-0,80750900

-0,75040200

-0,10577500

-0,58881700
1,32710700
1,11517400
1,74633900

-1,51616600
2,20775500
0,31056300

-0,67782200
0,06787200

-1,52485600
-1,11871900

-1,68390300

-2,57303800

-1,97010400

-0,95251000

0,17174300
-1,32197200
1,12388000
0,89376700
0,61679400
1,16256100
1,78187600
0,14598000
2,32920200
2,87998700
2,56534800
1,74632900
1,81130300
1,11872200
2,75451500
2,60813800
2,35258900
2,04703500
3,67673900
0,10249300
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B.24. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5FZ com DEDNPP
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3,00265800
2,09146300
4,25443200
3,33750300
1,26626500
4,41394600
5,08563900
3,48099200
2,89545700
3,60304400
2,12967200
5,71646000
5,83732600
6,66526300
-3,42863200
-4,01360500
-2,86920400
-2,96495800
-3,87567800
-3,36816400
-3,27301600
-4,72509700
-5,11796500
-6,11903300
-5,30441700
-5,17878400
-5,12924000
-4,64059000
-4,58852300
-6,16126800

-1,15442900
-0,86237600
-1,81957900
-1,24180500
0,45772800
-2,03405400
-1,07191000
-2,71694800
-0,83699400
-1,32854800
0,24525400
-2,61820300
-2,78991200
-3,57549500
-1,93254900
-1,26415900
-0,96655900
-2,34927200
-0,77828900
1,63411100
2,82275600
1,79883600
4,08614400
3,05114600
0,92491100
4,19106700
4,96511600

0,89577900
-1,04316600
0,65401200
-1,30804500
-1,69979300
-0,45482100
1,30872700
-2,17115500
2,05140500
3,03650900
1,99989600
-0,72840700
-1,69619200
0,01249100
-2,19051400
-0,51988400
-2,87026500
-1,07860200
0,74609400
1,51720100
0,57567000
-2,36928300
-1,32200000
-1,24537500
-3,14415400
1,19278900
2,35887300
3,19059500
2,15671700
2,63153400

0,03542700
-0,44231400
1,44524800
-0,94822700
0,71373400
2,46637900
2,68979600
2,05506300
-0,59438900
0,34328500
-0,45494600
3,68465200
4,46294500
3,44890300
4,08138100
-1,73361100
-1,50026800
-1,87327800
-2,66935600
0,12923200
0,91682900
-1,25613700
0,36732900
-1,81696900
-1,89097900
-0,99978400
0,99611900

0,38062800
-0,74422700
-0,17050700
-1,27859900
-0,98074700
-0,99242100

0,05594800
-1,91658700

1,26022800

1,00786000

2,22691400
-1,55749000
-2,32337400
-1,25931900

0,50709900
-0,76787300

1,12953800
-0,05107100
-1,55593400
-0,96058800
-2,45982600

0,18244800
-0,62640800
-1,01830100

0,48278200
-1,92614400
-2,75023700
-2,22530800
-3,68451700
-2,98014900

-0,23568100
-1,62783100
0,14254500
1,02230100
0,17436000
-0,88958400
-1,35891900
-1,63907800
2,39274900
2,66292500
2,40958800
-0,20965100
-0,96098300
0,26573500
0,54560900
3,29181100
4,31985300
3,27013900
2,99783000
0,01866500
0,08539700
-0,22481800
-0,09990300
-0,38205500
-0,28076000
-0,32260900
-0,04896100

208



MIZIITIZ00000Z200Z2T

B.25. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5CIZ com DEDNPP
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3,15150800
2,77233600
3,66328400
1,86777600
5,50332600
5,58644100
6,49696700
-5,36233200
-4,22548300
-3,74713800
-5,07135200
-4,06712000
-3,22720400
-3,21899000
-5,71597100
-6,61216500

-0,87486900
-0,56398000
-1,49646600
-1,04678500
0,74644100
-1,65677400
-0,68561500
-2,36322500
-0,51121800
-0,72366400
0,56856000
-2,17272600
-2,30915200
-3,13760400
-1,46271700
-1,19085200
-0,79462300
-2,27281700
-0,99142700
1,91174700
3,11357300
2,05009400
4,36582300
3,29120000
1,16390500
4,44501600
5,25604800
3,37176500
3,08903900
3,98504700
2,20040500
5,74554600
5,80733400
6,75020900
-5,13077900
-3,98331200
-3,46497200
-4,80214700
-3,83814600
-2,92305300
-2,94835200

-2,88182100
2,34808400
3,05765800
2,79906200

-1,58562800

-2,81314100

-0,84346500

-1,03679300

-0,63812900

-1,00872100

-1,27056700

-0,36947300

-1,10758000

-0,63347200

-1,58981200

-1,21200800

0,07600500
-0,41836100
1,51655800
-0,88244800
0,69389000
2,52122300
2,68029600
2,12872800
-0,60485300
0,43684700
-0,76267400
3,78719700
4,55193600
3,61502700
4,16910900
-1,55967100
-1,38853400
-1,39751500
-2,60062700
0,09268400
0,85950000
-1,29125300
0,29153300
-1,87096500
-1,90909200
-1,07365600
0,90425400
-2,93474300
2,28833600
2,98965400
2,74455600
-1,67761000
-2,90400700
-0,95055700
-0,81157800
-0,53891600
-0,76413900
-0,95240600
-0,36547400
-0,81537800
-0,51972800

-0,55261800
0,34803600
-0,14113100
1,05763800
-0,48958900
-0,64601900
-0,47284700
-0,22767900
0,40580600
-1,69971200
-1,54480400
1,43821500
-2,63936600
-0,54640300
-2,26116900
0,23265000

-0,21930500
-1,60207900
0,12217400
1,05015300
0,23502700
-0,93471200
-1,41177700
-1,67240400
2,39405700
2,64382800
2,37119000
-0,28630300
-1,05848900
0,20107000
0,45387400
3,35091300
4,35773800
3,37347800
3,07724600
0,05811700
0,12486700
-0,20665000
-0,08025500
-0,38397700
-0,26309300
-0,32445000
-0,02893700
-0,57077000
0,40581500
-0,08584800
1,13186100
-0,51797700
-0,69125100
-0,50755600
-0,35417800
0,33110100
-1,77918700
-1,68062600
1,38602200
-2,71034300
-0,58396400
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B.26. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5BrZ com DEDNPP
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B.27. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reagdo do 5IZ com DEDNPP 2
-0,14904300
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-5,43387000 -1,16273800 -2,44702400

-6,78520500

-0,33276800
-0,00117300
-0,89708400
-0,60961700
1,30113500
-0,77374300
0,27929500
-1,36007100
-0,03428700
-0,05292100
0,99860400
-1,29513100
-1,21715600
-2,34620300
-0,70957000
-0,87454500
-0,45082400
-1,90829100
-0,87072200
2,45232500
3,66679600
2,55989100
4,90342300
3,78523900
1,66165400
4,95275200
5,80450600
3,84341000
3,67291000
4,57673400
2,80005100
6,23751600
6,27249800
7,25517900
-4,63308500
-3,49710300
-2,90311200
-4,25080200
-3,38150200
-2,32777200
-2,42424900
-4,84884600
-6,46308600

0,20210000
0,53355600
-0,35738900
-0,10295200
1,83199900
-0,26227700
0,78784100
-0,84502500
0,35486200

-0,98803300

0,12124700
-0,40374000
1,59408000
-0,80283500
0,65943200
2,65312700
2,74252000
2,35749900
-0,58836000
0,48036400
-0,94081200
3,93311100
4,73876000
3,83276000
4,21521100
-1,37769600
-1,25523100
-1,01907600
-2,44444100
0,04054000
0,78944100
-1,35074000
0,19495200
-1,95549700
-1,95375700
-1,17611600
0,79358300
-3,02430800
2,22537700
2,89541600
2,71987000
-1,80613100
-3,03488400
-1,09790500
-0,55269200
-0,34350400
-0,58766700
-0,70619200
-0,17998000
-0,66490600
-0,37388500
-0,88793400
-0,63691500

0,19792500
-0,29928900
1,66079900
-0,77148600
0,69872300
2,74140900
2,85924600
2,44906000
-0,52956100

0,20878400

-0,17965100
-1,54639600
0,12247900
1,09628600
0,32290600
-0,88531500
-1,16644700
-1,76081200
2,43612500
2,65809900
2,41958700
-0,27011200
-1,00805500
0,01834700
0,61049700
3,41563800
4,41849200
3,43219400
3,17010600
0,11815700
0,13085600
-0,11970400
-0,09585800
-0,32070100
-0,13383700
-0,31177300
-0,08484900
-0,48568700
0,37200700
-0,14868700
1,09215900
-0,52911000
-0,69183200
-0,54823100
-0,47488600
0,25489300
-1,83085000
-1,78872600
1,31518600
-2,73999000
-0,61434000
-2,58758300
0,07635500

-1,52490100
0,19578100
1,08427900
0,38261100

-0,79251300

-1,07464600

-1,67135100
2,46388900
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B.28. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5IPZ com DEDNPP
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0,18408700
1,42378300
-0,80985600
-0,75173100
-1,85748400
-0,22776700
-0,43812300
-0,09955600
-1,50869400
-0,27876300
2,96513700
4,19575100
3,03053500
5,40920000
4,23351400
2,11812900
5,41760500
6,32399200
4,26143600
4,24234200
5,12984500
3,41879000
6,67927600
6,67749400
7,71399900
-4,15166300
-3,01719800
-2,38666200
-3,73533900
-2,92015100
-1,79663600
-1,92558100
-4,32991100

0,52160700
-0,74565100
3,99723500
4,81799900
3,86789600
4,27566800
-1,44798100
-1,30197400
-1,22652600
-2,49762500
0,04398300
0,76180300
-1,35628500
0,13161200
-1,99726300
-1,93698400
-1,24608100
0,70803000
-3,07194200
2,20285400
2,84106300
2,73008400
-1,91234500
-3,14213500
-1,23134000
-0,42079500
-0,22280100
-0,46541700
-0,57380600
-0,06175900
-0,54568200
-0,25830400
-0,74601700

-6,15750200 -0,49761400
% Para o iodo foi utilizado conjunto de base LANL2DZ

-0,57005700
-0,28823800
-1,16152000
-0,81783000

1,05220700
-1,13638400
-0,10800300
-1,77192100
-0,46066600
-0,85699300

0,62784800
-1,65076100
-1,64443800
-2,67667700
-1,01557300
-1,06937400
-0,80752700
-2,15998400
-0,67998500

2,19878000

3,42508700

2,28759100

0,16435600
-0,36005500
1,61400600
-0,80435000
0,71440800
2,67359000
2,78945900
2,35653400
-0,46785700
0,52525900
-0,45287900
3,94065300
4,74359300
3,81279100
4,24354400
-1,52888700
-1,30706900
-1,54141700
-2,52117200
0,06371300
0,78517300
-1,32539500

2,70612500
2,50927300
-0,15115400
-0,87408700
0,13800100
0,73292300
3,36704000
4,39859600
3,32004100
3,10038500
0,17066500
0,12287900
-0,02085100
-0,12953900
-0,24688300
0,02091600
-0,30618100
-0,16943300
-0,37782900
0,32572300
-0,25818800
1,07990300
-0,55253600
-0,70862200
-0,60109900
-0,53747100
0,20534700
-1,86514200
-1,84423800
1,26799200
-2,76486800
-0,64039100
-2,64719600
0,03249600

-0,28187700
-1,65571200
0,05007700
0,96122100
0,19536500
-0,96686500
-1,31985600
-1,79879300
2,35218600
2,57514700
2,43004400
-0,32171000
-1,06637200
0,03706100
0,51633600
3,24070900
4,28085500
3,15526000
2,99280400
0,05338900
0,14337500
-0,19477200
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B.29. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacdo do 5AZ com DEDNPP
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4,65880300
3,50970800
1,38007700
4,69042700
5,57001000
3,55393000
3,44734800
4,37381800
2,56650500
5,97132800
5,99027000
7,00090100
-5,00690900
-3,82512600
-3,28313000
-4,63075100
-3,66936000
-2,73639000
-2,76438600
-5,25446500
-6,44044700
-7,09323600
-6,55887400
-6,59294100
-8,14755900
-7,04973000
-6,13270600
-7,61205100
-6,04293300
-6,98840400

-1,10024500
-0,82689600
-1,78541400
-1,22893400
0,49350300
-2,01402700
-1,05584700
-2,69549900
-0,86706000
-1,37004400
0,21386500
-2,60779800
-2,79151000
-3,56014700
-1,92319100
-1,31609800
-1,04775800
-2,39971200
-0,81984600
1,67324200
2,85551300
1,83883800
4,11854900
3,09150300
0,96730100
4,22647500
4,99463200

0,16947800
-1,95304500
-1,90931000
-1,19948500

0,74865800
-3,02035800

2,21541500

2,88253300

2,70309500
-1,85401000
-3,08411100
-1,16369400
-0,50673300
-0,31327100
-0,53566400
-0,64563800
-0,15772400
-0,60744600
-0,33861200
-0,81363600
-0,56920200
-1,91819000
-0,28326700
-2,74379400
-1,91564200
-2,11532500

0,69126800
-0,28303600
-1,04992900

0,21787800

0,03484400
-0,44664900
1,42952100
-0,97007500
0,69850000
2,45613400
2,69217200
2,04172300
-0,62756200
0,30571900
-0,48449300
3,66296100
4,44385200
3,41347000
4,06245000
-1,77513400
-1,54927800
-1,91659100
-2,70713900
0,11685200
0,91217400
-1,26818200
0,36789000
-1,82393300
-1,90780300
-1,00009600
1,00174700

-0,03093700
-0,34149900
-0,26580400
-0,26351600
0,03607800
-0,51884400
0,41978600
-0,06136900
1,13415600
-0,42608900
-0,57774900
-0,41112700
-0,49824900
0,17845600
-1,91080200
-1,82527800

1,23531900
-2,83845900
-0,71011700
-2,60614500
-0,04631900
-0,40824300

1,45639600
0,11105600
-0,11139800
-1,48477800
1,71618100

1,75400100
2,04598400
-0,58413100

-0,20724900
-1,59854900
0,17311400
1,02557100
0,22067100
-0,85145600
-1,32233100
-1,59980400
2,41272000
2,67621500
2,46059900
-0,16072700
-0,90627000
0,31717300
0,59381500
3,28852800
4,32618300
3,23560600
3,00067500
0,04980400
0,08952400
-0,18269400
-0,11136900
-0,35695800
-0,21646900
-0,32429900
-0,08163600
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B.30. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacédo do 5HZ com DEDNPP
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3,19479200
2,80017400
3,68055700
1,90173600
5,53977200
5,62506900
6,52950200
-5,46318900
-4,29783100
-3,78200900
-5,11742100
-4,14391300
-3,25749300
-3,26235100
-5,74482900
-6,75234900
-6,88560000
-7,47592500

-1,12093300
-0,80478300
-1,81128400
-1,29025100
0,46321400
-1,79746200
-0,76209200
-2,37830000
-0,87905500
-1,26510600
0,21147300
-2,40677500
-2,41821600
-3,43638600
-1,82166300
-1,45444200
-1,14926600
-2,54777100
-1,07902700
1,65236900
2,81447700
1,84537900
4,08505800
3,10590500
0,98736600
4,22040700
4,94594400
3,23255700
2,72909000
3,58828900
1,82639300
5,54220900
5,64945400
6,51694000
-5,46009400
-4,30231100
-3,76225200
-5,11288900
-4,16268700

-2,88946900
2,34607000
3,05479900
2,79853100

-1,58045900

-2,80664900

-0,83391400

-1,00285700

-0,64769900

-0,95085400

-1,19415200

-0,41823600

-1,01703900

-0,63216300

-1,46862900

-1,25943300

-0,90984900

-0,88496500

-0,03176600
-0,49953700
1,36567700
-1,03838300
0,62545500
2,47439200
2,66199000
2,16724800
-0,73265500
0,25487500
-0,71986400
3,67823900
4,51631500
3,47510600
3,97316200
-1,81424900
-1,61966600
-1,82240200
-2,80094700
0,07655100
0,90180000
-1,30582600
0,38643400
-1,83202300
-1,96501300
-0,97952100
1,04143500
-2,89584000
2,33663100
3,05896900
2,77844700
-1,52786900
-2,74672800
-0,76207800
-0,92701200
-0,71240300
-0,85107300
-1,01471300
-0,58914700

-0,51999000
0,33817000
-0,16986800
1,05383900
-0,51074600
-0,67168000
-0,50536800
-0,28647800
0,35417800
-1,73912700
-1,60857400
1,39783600
-2,67929800
-0,57027700
-2,35542100
0,17720500
1,12091700
-0,43123300

-0,17049000
-1,55836300
0,19960000
1,05698100
0,30668500
-0,76289400
-1,06042600
-1,63772100
2,43935300
2,70136400
2,47680500
-0,08047400
-0,78532600
0,22995900
0,79607300
3,32565200
4,35938200
3,28460700
3,03689100
0,10302900
0,10536600
-0,12439800
-0,12364100
-0,33063100
-0,12836600
-0,33256200
-0,12150300
-0,48893800
0,33760100
-0,18786400
1,05465700
-0,55301800
-0,75160900
-0,53875700
-0,38741700
0,31524800
-1,79461600
-1,71305200
1,37801700
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B.31. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET da reacédo do 2AZ com DEDNPP
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B.32. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET; da reacdo do 2HZ com DEDNPP

P

@)
@)
@)

-3,21807000
-3,25212600
-5,74736200
-6,76661000
-6,85952900

-1,21205400
-0,93786300
-1,90544900
-1,30081000
0,37366200
-2,44169500
-1,63245900
-3,22780400
-0,88880600
-1,28922900
0,20205800
-2,97998900
-3,38435100
-3,78483000
-2,18938700
-1,43831400
-1,12643500
-2,53158000
-1,04884700
1,55897300
2,71677000
1,74952600
3,97953300
3,00247700
0,89663600
4,11275000
4,83577500
3,12700500
2,63501100
3,46572600
1,76393800
5,42721500
5,52404600
6,40555900
-5,51548900
-4,32611600
-3,98777500
-5,28774700
-4,08170300
-3,37070000
-5,96360500
-6,47970300
-3,43991500
-2,42379700
-3,82549900

-0,87043900
-0,67297000
-1,17635100
-1,05988700
-0,95292200

0,01207200
-0,56590600
1,42370700
-0,90800100
0,73283500
2,26147500
2,47748000
1,69816000
-0,46718200
0,53413600
-0,43371000
3,52441900
4,17058100
3,29791200
4,07168600
-1,46780700
-1,16982500
-1,49637600
-2,47172200
0,16325000
0,98228800
-1,23596100
0,44314000
-1,78339200
-1,89217000
-0,93780200
1,09461600
-2,85851200
2,43457200
3,08643400
2,96064200
-1,51007500
-2,74168400
-0,75194000
-1,17074800
-0,72882500
-1,14253000
-1,43178900
-0,42432700
-0,71932000
-1,77736900
-1,33151400
-1,21113300
-1,19818400
-1,93838000

-2,72545600
-0,59096900
-2,48705700
-0,03983800
0,92107300

-0,02528500
-1,38209100
0,26329900
1,27647900
0,33153400
-0,81463200
-1,51716600
-1,32349200
2,62238000
2,79517900
2,64633700
-0,18016100
-0,96652600
0,52593400
0,34219700
3,61353000
4,62042200
3,58526000
3,41802500
0,14826000
0,00539000
0,07643600
-0,21259300
-0,12041200
0,18766900
-0,26441500
-0,32536600
-0,15652800
0,06378900
-0,58474200
0,76293600
-0,46892600
-0,56922000
-0,53668500
0,22676200
0,72207000
-1,39259100
-1,12284300
1,72875100
-0,29012900
-1,79265700
0,68262100
-2,65096600
-2,61691100
-3,24315800

-1,24366600 0,00035100 0,02903200
-0,98165100 -0,69801100 -1,28421800
-1,95055900 1,42576600 0,16506700
-1,34120300 -0,78115800 1,41475600
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0,33350400
-2,35175100
-1,46989900
-3,09903200
-0,78445400
-0,97664000

0,29186700
-2,91395200
-3,22882500
-3,78452400
-2,16066700
-1,46760600
-1,05610400
-2,54584500
-1,28987100

1,52254400

2,67529800

1,71598900

3,94161800

2,97279600

0,86531200

4,07950900

4,79621900

3,10159000

2,58380500

3,39253300

1,72686500

5,39813900

5,49843400

6,37429700
-5,59134700
-4,46538200
-3,85096200
-5,18298200
-4,35587000
-3,37237600
-5,76423100
-6,62068200
-3,14220500
-2,20782400

0,73178100
2,19076000
2,33020700
1,60420700
-0,27975500
0,79291900
-0,46061200
3,51097600
4,09471100
3,35799500
4,08643500
-1,03998500
-0,70318300
-0,85452400
-2,11611500
0,15503200
0,97461200
-1,24324800
0,43593200
-1,79114700
-1,89956300
-0,94569500
1,08728000
-2,86632600
2,42863900
3,06341100
2,96930700
-1,51870200
-2,75112100
-0,75870200
-1,07100200
-0,60432200
-1,33404000
-1,53759800
-0,16325100
-0,77796600
-1,95399800
-1,12392600
-1,66949600
-1,38105200

0,29047600
-1,02400100
-1,65474200
-1,56573400

2,68895900

2,75338100

2,67693600
-0,54735400
-1,41873400

0,09772600
-0,00079100

3,80235600

4,75992900

3,80493500

3,71254800
0,12934500
-0,03206100

0,10047200
-0,22661200
-0,07567500

0,22584200
-0,23823700
-0,35316900
-0,08092100
-0,01833400
-0,70896400

0,68645600
-0,42017200
-0,49908400
-0,49049400

0,04494200

0,65632100
-1,29209700
-1,20386300

1,63583700
-0,18915200
-1,92106000

0,36203900
-2,37458300
-2,16230300
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B.33. Coordenadas cartesianas (xyz) do intermediario pentacoordenado da reacao

do 2HZ com DEDNPP
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-1,45896500
-0,98637200
-1,99675800
-1,39750300

0,29544300
-2,47944700
-1,63345100
-3,24168800
-0,75814300
-0,97400900
0,31840600
-3,04661200
-3,40263200
-3,88961000
-2,28282000
-1,33158400

-0,05097800
-0,72192900
1,46274500
-0,68185800
0,76351600
2,14811000
2,26719900
1,52241100
-0,09428000
0,97540800
-0,24906500
3,48308400
4,01878500
3,35040700
4,09579900
-0,80135900

-0,02621800
-1,31148900
0,05464700
1,44493900
0,21724300
-1,14980900
-1,83199600
-1,62415500
2,63217200
2,64750100
2,55545900
-0,72000300
-1,60618000
-0,03499400
-0,23148900
3,84056600
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B.34. Coordenadas cartesianas (xyz) do ET, da reacédo do 2HZ com DEDNPP
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-0,85369500
-2,41094200
-1,13225700
1,46322700
2,65169900
1,65891800
3,91108000
2,90401700
0,79753000
4,03343300
4,77915200
3,01835800
2,59883100
3,51444100
1,66502600
5,33770400
5,42605800
6,33252800
-5,38060700
-4,28184600
-3,68474300
-4,98783400
-4,15874200
-3,20982600
-5,56869800
-6,39312000
-2,99727800
-2,06045700

-1,49413700
-1,00696100
-2,00375900
-1,40806200
0,31030300
-2,46067900
-1,61669600
-3,25958500
-0,77748100
-0,99988500
0,29981000
-2,95091700
-3,29738700
-3,78582000
-2,14753900
-1,35130500
-0,87874200
-2,43176700
-1,14571800
1,47239900
2,67017500
1,66190500
3,92553700
2,90239700
0,79545000
4,03929000
4,79862200
3,00978600
2,62840200

-0,39885900
-0,64176800
-1,87684200
0,20219300
0,99950200
-1,21174300
0,43136200
-1,77797500
-1,85317800
-0,95103700
1,06560100
-2,85484600
2,44759400
3,06381400
3,02673100
-1,54090200
-2,77927100
-0,79902900
-1,13450400
-0,52697000
-1,47415000
-1,72828400
0,03801600
-0,74895100
-2,26417900
-1,20648200
-1,89269400
-1,51952700

-0,05929800
-0,72079600
1,45982400
-0,68441400
0,76902500
2,17517800
2,25294600
1,59148800
-0,08355800
0,98473800
-0,23299400
3,53505900
4,08990300
3,44207800
4,10667300
-0,78506600
-0,37292400
-0,63072500
-1,85962400
0,20715400
0,99537100
-1,21052200
0,41673400
-1,78528900
-1,84494700
-0,96644100
1,04388300
-2,86280600
2,44219400

4,74022700
3,92204500
3,79978400
0,09704000
-0,05466800
0,09607900
-0,21788200
-0,04893300
0,22166000
-0,20878600
-0,33640300
-0,03212500
-0,06224700
-0,63424000
0,50646700
-0,35735400
-0,41447700
-0,42427900
0,18368700
0,69373800
-1,20846000
-1,01651800
1,60341300
-0,18085900
-1,65157500
0,54621300
-2,25081100
-2,08771600

-0,03185400
-1,31380100
0,06202200
1,43688800
0,20805700
-1,13620300
-1,82659400
-1,60386000
2,62297300
2,62871900
2,54926500
-0,69309300
-1,57125800
0,00828200
-0,21860900
3,83418300
4,73231000
3,91080500
3,80224000
0,09292800
-0,06116700
0,09819700
-0,21871600
-0,04141500
0,22534500
-0,20229200
-0,33776000
-0,01946100
-0,07647400
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3,55524500
1,69155200
5,33859200
5,42037300
6,33954900
-5,40326100
-4,30494600
-3,70869200
-5,01114600
-4,18063200
-3,23329300
-5,59295700
-6,41588100
-3,02293800
-2,08583200

3,05068300
3,03204500
-1,56456200
-2,80451900
-0,82982300
-1,12700700
-0,51810200
-1,47424800
-1,72570600
0,05046300
-0,74458000
-2,26357600
-1,19671600
-1,89794600
-1,52802600

-0,64029100
0,47739500
-0,34258900
-0,39144900
-0,41093200
0,18159000
0,68978000
-1,21087200
-1,01646100
1,59703300
-0,18521700
-1,64918400
0,54418400
-2,25146300
-2,09522200
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